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Abstract 
I projektets første del undersøges risikoen for miljøeffekter ved udledning af østrogene stoffer. 
Herunder udføres et forsøg, der undersøger sneglen Potamopyrgus antipodarums reproduktion efter 
eksponering af spildevand med indhold af østrogene stoffer.  
Det konkluderes, at der ud fra de i litteraturen beskrevne miljøeffekter, som østrogene stoffer 
mistænkes at have forårsaget, er en risiko for miljøeffekter fra østrogener i spildevand. Resultaterne 
fra projektets forsøg tyder på, at der forekommer en reproduktionsforstyrrelse hos snegle, men at 
forstyrrelserne ikke er entydige og kan skyldes andre toksiske stoffer i spildevandet end de 
østrogene stoffer.  
 
I projektets anden del undersøges den danske regulering af østrogene stoffer, og reguleringens 
tilstrækkelighed på området diskuteres. Da det er i rensningsanlægget, der er bedst mulighed for at 
reducere de østrogene stoffer, gennemgås stoffernes skæbne i et rensningsanlæg, og alternative 
teknikker til fjernelse af disse. Det diskuteres hvilke muligheder, der findes for at optimere rensning 
af spildevand for østrogene stoffer 
 
Samlet konkluderes det, at der i Danmark ikke er en decideret regulering af hormonforstyrrende 
stoffer, men at flere af stofferne reguleres på grund af andre egenskaber stofferne besidder. Der er 
ingen regulering af udledning af naturlige og syntetiske østrogener i spildevand. 
 
 
Abstract in english 
The first part of the project describes the risk of environmental effects when discharging estrogenic 
chemicals from wastewater treatment plants. As a part of this evaluation an experiment is 
conducted, which examines the reproduction of the mudsnail Potamopyrgus antipodarum, after 
exposure to wastewater containing estrogenic chemicals. 
It is concluded that there are observations of effects in the environment, which are suspected to be 
caused by the estrogenic chemicals, and that there is a risk of estrogenic effects from treated 
wastewater. The results from the experiment, made in the project, indicate that a disturbance in the 
reproduction does occur. However, the disturbance is not distinct, and could be the result of other 
toxicants in the waste water, than the estrogenic chemicals.  
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In the second part of the project the Danish regulation of estrogenic chemicals is examined end the 
sufficiency of the regulation is discussed. As a part of this the fate of estrogenic chemicals in a 
wastewater treatment plant is described, and alternative wastewater techniques that might reduce 
the discharges of the estrogenic chemicals are examined.        
 
It is concluded that there is no specific regulation of endocrine disrupters in Denmark. However, 
several endocrine disrupters are regulated because of other properties, that these substances posses. 
There is no regulation on the discharge of steroid and synthetic estrogens in wastewater.  
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1 Indledning 
Menneskeskabte kemikalier har skabt store fremskridt på utallige områder og lettet vores hverdag 
betydeligt. Desværre er kemikalierne også i stand til at forårsage alvorlige uønskede effekter på 
vores sundhed og i miljøet. Dyr og mennesker udsættes dagligt for kemikalier, fordi stofferne er 
vidt udbredte i miljøet og indgår i de fleste af de produkter, mennesker bruger i dagligdagen. 
(Damstra et al., 2002: 1) 
I løbet af de seneste to årtier er opmærksomheden blandt forskere og i offentligheden vokset kraftigt 
omkring en gruppe af stoffer med potentiale til at kunne ændre den normale funktion af 
hormonsystemet hos mennesker og dyr (Damstra et al., 2002: 1). 
 
Der er mistanken om, at hormonforstyrrende stoffer har en skadelig effekt på mennesker blandt 
andet baseret på observationer af en faldende sædkvalitet blandt mænd (Pers. komm. Poul 
Bjerregaard, 2006), stigning i antallet af tilfælde af bryst- og testikelkræft, misdannelser af penis og 
nedsat frugtbarhed. I 2001 var 5 % af danske fødsler efter kunstig befrugtning, og antallet af 
kunstige befrugtninger ser ud til at stige. (Teknologirådet, 2002: 23 og www.tekno.dk)  
 
Observationer af hormonforstyrrende stoffers effekter i miljøet spænder vidt: Alligatorunger med 
unormalt små kønsorganer, abnormal embryonudvikling hos fugle, (Damstra et al., 2002: 2) 
feminisering af fisk (Århus Amt, 2000: 5 og Lentz, 2005: 47) samt imposex og intersex hos 
forskellige sneglearter (Casey et al., 1998, De Wolf et al., 2001, Mikkelsen, 1999, Alzieu, 1996). 
Igennem forsøg er følgende effekter også blevet observeret: Afbrudt kønslig udvikling, sygdomme i 
skjoldbruskkirtlen; nedsat forplantningsevne; reduceret immunforsvar; og anormal parringsadfærd 
og yngelpleje. Alle disse typer af skader vil i alvorlig grad kunne påvirke populationers overlevelse 
og udbredelse. (Miljøstyrelsen, 2002a: 6)  
 
Med baggrund i de mange observerede reproduktionsforstyrrelser fremsatte Skakkebæk og Sharpe i 
1993 “østrogenhypotesen”. Ifølge denne hypotese skyldes mange af de fundne effekter, at hanner 
udsættes for forhøjede mængder af østrogene stoffer på kritiske tidspunkter i fosterudviklingen 
(Bjerregaard, 2005: 193). Siden er der blevet forsket i sammenhængen for at skaffe mere viden. 
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En del af forskningen fokuserer på det endokrine system1, som er et komplekst system, der består af 
forskellige grupper af hormoner, som hver spiller en rolle i reguleringen af kroppens udvikling og 
involverer mange forskellige organer.  Hormonforstyrrende stoffer kan påvirke det endokrine 
system på forskellige måder for eksempel ved at efterligne eller hæmme hormoner, forstyrre 
syntesen af hormoner og hormonernes binding til transportproteiner i blodet, eller ved at påvirke 
kroppens omsætning og nedbrydning af hormoner. (Bjerregaard, 2005: 204) 
Forskning i problemerne omkring hormonforstyrrende stoffer i miljøet er meget komplekst på grund 
af variationer i hvilket livsstadie og årstid forskellige organismer er mest følsomme for 
påvirkninger. Voksne individer kan påvirkes, men effekterne forsvinder ofte efter endt eksponering. 
Dette er helt i modsætning til individer, der påvirkes under deres udvikling, hvor effekterne ofte er 
irreversible. (Damstra et al., 2002: 16) 
    
Østrogene stoffer2 mistænktes for at forstyrre virkningen af kønshormonerne, og dermed forårsage 
effekter på reproduktionen. Hos hanner er der tale om androgener3, mens det hos hunner er 
østrogener4. Kønshormonerne dannes i og frigives fra kønskirtlerne. (Bjerregaard, 2005: 195)  
 
1.1 Problemfelt  
Den stofgruppe, der er bedst undersøgt i forhold til hormonforstyrrelser og vurderes som værende 
årsag til mange af de effekter på reproduktion, der er observeret i miljøet, er de østrogene stoffer. 
(Bjerregaard, 2005: 194) Det vil sige stoffer, der er i stand til at stimulere samme eller lignende 
respons som østrogen (Andersen, 2004: 17). Gruppen af østrogene stoffer omfatter naturlige 
østrogener, syntetiske østrogener, der bruges i lægemidler og xenoøstrogener, der er kemikalier, 
som kan forstyrre østrogens virkning, ved at efterligne naturlige østrogener (Andersen, 2004:1).  
Østrogene stoffer udledes fra mange forskellige industrielle produktioner, samt almindelige 
husstande og hospitaler - især til vandmiljøet via spildevandet. I Danmark er de fleste industrier 
koblet til offentlige spildevandsanlæg, som renser spildevandet inden det udledes til miljøet.  
Østrogene stoffer er ikke omfattet af renseanlæggenes udledningstilladelser, dog er det vist, at de 
findes i udløbsvandet fra renseanlæg i koncentrationer, der kan forårsage effekter i recipienten. 
(Andersen et al., 2004: 3) 
                                                 
1
 Betegnelse for de kirtler der udskiller hormoner.    
2
 Betegnelsen ”østrogene stoffer” dækker i dette projekt over både naturlige, syntetiske og xenoøstrogener. 
3
 Betegnelse for hormoner, der virker som hanligt kønshormon. 
4
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Østrogene stoffer er et relativt nyt problem. Der findes forskellige metoder til måling af 
koncentrationer og effekter af østrogene stoffer. Ved hjælp af gærceller med en indsplejset human 
østrogenreceptor (YES-assay) kan den samlede østrogene aktivitet af alle tilstedeværende østrogene 
stoffer måles. Aktiviteten måles ud fra hvor meget stof, der binder sig til østrogenreceptoren (denne 
metode gennemgår i afsnit 4). Andre metoder indebærer eksponering af hele organismer for et eller 
flere af stofferne, og effekten registreres ved påvirkning af forskellige endpoints. Her anvendes 
typisk fisk eller invertebrater. Herudover kan kemiske målinger vise indholdet af østrogene stoffer i 
eksempelvis vandprøver. (Kinnberg, 2003: 18) 
Resultaterne opnået med de forskellige metoder kan være vidt forskellige. Gærcelletesten kan måle 
østrogen aktivitet, og kemiske målinger kan bestemme stofkoncentrationer i vandet, men ingen af 
dem kan forudsige effekter af stofferne på levende organismer i recipienten som effektstudier.  
Det er svært at vurdere, hvordan resultater opnået via forsøg med enkeltceller som eksempelvis 
YES-assay skal ekstrapoleres til effekter på en hel organisme. Flere steder anbefales det at supplere 
YES-assay med biologiske studier på levende organismer (Kinnberg, 2003: 48, Aerni et al., 2004 
og pers. komm. Poul Bjerregaard, 2006).  
 
Da stofferne forstyrrer det endokrine system på forskellige måder, og på grund af den fysiologiske 
kompleksitet, er det ofte vanskeligt at finde kausalitet mellem eksponering og effekter. Der findes 
mange metoder til at undersøge effekter på molekylært niveau, men der mangler viden til at kunne 
oversætte effekterne til individniveau. (Damstra et al., 2002: 1)  
Herudover er det problematisk, at østrogene stoffer i sammenligning med andre miljøfremmede 
stoffer, ofte ikke følger den samme dosis-respons ”mekanisme”. Dette skyldes, at østrogene stoffer 
ofte virker ved at stimulere eller hæmme virkningen af de endogene5 østrogener, som er mere 
potente end de exogene6 østrogener, og som samtidig allerede er i organismen i fysiologisk 
funktionelle koncentrationer. (Damstra et al., 2002: 2) Et yderligere problem med risikovurderingen 
er, at østrogene stoffer kan virke additivt, således at for eksempel en spildevandsudledning med en 
række forskellige østrogene stoffer kan fremkalde biologiske effekter, selvom stofferne enkeltvis 
findes i koncentrationer under NOEC7 (Silva et al, 2002). 
                                                 
5
 En substans som udspringer fra organismens indre. 
6
 En substans som stammer fra organismens omgivelser. 
7
 No Observed Effect Concentration. Den største koncentration hvor der ikke ses en effekt ved eksponering af 
forsøgsorganismer. 
Østrogene stoffer i spildevand 
 10 
  
På nuværende tidspunkt findes der ikke en veldefineret og alment accepteret metode til at vise, om 
et givent kemikalie har en bestemt hormonforstyrrende effekt (Bjerregaard, 2005: 209). Dette er et 
problem, fordi der dermed ikke eksisterer et værktøj til at afgøre hvilke stoffer, der er 
hormonforstyrrende, og derfor bør reguleres for eksempel ved at fastsætte kvalitetskrav til 
recipienter med spildevandsudledninger.  
 
EU-kommissionen har imidlertid udarbejdet en strategi, der skal imødegå problemet omkring den 
manglende viden om hormonforstyrrende stoffer. Danmarks rolle i strategien er at bidrage med 
vidensopbygning, samt udvikling af internationale anerkendte testmetoder. (europa.eu.int)  
Ud over kommissionens strategi mod hormonforstyrrende stoffer, er der i EU vedtaget et 
Vandrammedirektiv, der skal regulere alt overflade- og grundvand i EU. Direktivet er derfor med til 
at regulere kvaliteten af det spildevand, der udledes renset fra spildevandsanlæg, hvilket måske kan 
komme til at få betydning for østrogene stoffer.  
 
Et yderligere problem er, at østrogene stoffer ikke tilhører en bestemt gruppe af kemikalier. Stoffer 
fra mange forskellige anvendelser er i fokus: Plastblødgørende phtalater som eksempelvis DEHP, 
der har været anvendt i legetøj, er et af de stoffer, hvor virkningen er veldokumenteret, og derfor et 
af de bedst regulerede. Syntetisk østrogen fra p-piller og naturligt forekommende kvindelige 
østrogener undersøges ofte i forbindelse med årsags-virknings sammenhænge omkring de 
ovennævnte effekter. (Miljøstyrelsen, 2002a) EU har offentliggjort en liste over 118 kemikalier, der 
er hormonforstyrrende eller mistænkes for at være det (www.mst.dk, 24/3 2006). Listen er 
formentligt ikke udtømmende, da risikovurdering af kemiske stoffer ikke indeholder deciderede 
undersøgelser af hormonforstyrrende effekter (TGD, 2003). 
Der findes derfor sandsynligvis en lang række af stoffer, som vi ikke har identificeret som 
hormonforstyrrende, og ikke kender konsekvensen af. Disse stoffer håndteres derfor ikke i forhold 
til de risici, der er forbundet med dem. 
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1.2 Problemformulering  
På baggrund af ovenstående nås frem til følgende problemformulering: 
 
Er der risiko for effekter i vandmiljøet ved udledning af østrogene stoffer, og hvorledes reguleres 
udledningen af disse?  
 
Effekter – med miljøeffekter menes i dette projekt hvorledes organismers reproduktion kan blive 
påvirket af de østrogene stoffer i recipienten. 
 
Udledning – her ses på bidrag fra både husholdning og industri til offentlige rensningsanlæg, og 
udledning af stofferne med det rensede spildevand fra danske rensningsanlæg. 
 
Østrogene stoffer – her ses på de naturlige østrogener: Østron (E1) og 17β-østradiol (E2), og det 
syntetiske p-pille østrogen 17α-ethinyløstradiol (EE2). Herudover medtages xeno-østrogenerne 
bisphenol A og alkylphenoler om end i mindre grad. 
 
Regulering – Det vil sige, hvilken lovgivning der i Danmark er gældende for østrogene stoffer, og 
hvorledes denne håndhæves i praksis. Dette projekt inkluderer relevante dele af EU’s 
Vandrammedirektiv, selvom alle elementer endnu ikke er trådt i kraft8.  
 
1.3 Fokusering  
Hormonforstyrrende stoffer er et relativt nyt område indenfor økotoksikologien. Effekterne er ikke 
umiddelbart synlige, fordi der ikke er en akut lethal effekt. Stofferne virker forskelligt på forskellige 
organismer i forskellige koncentrationer. Derfor er det svært at vurdere problemets potentiale og 
svært at lave nogle overordnede retningslinier for, hvornår et stof er hormonforstyrrende. På 
baggrund af ovenstående mener vi, det er relevant og spændende at kigge på de hormonforstyrrende 
stoffer. Vi har valgt at fokusere på de østrogenlignende af de hormonforstyrrende stoffer, da det er 
den stofgruppe, der er bedst undersøgt og vurderes at være årsag til mange af de effekter på 
reproduktionen, der er observeret i miljøet (Bjerregaard, 2005: 194).  
                                                 
8
 Vandrammedirektivet er implementeret i lovgivningen, men er endnu ikke helt gennemført i forvaltningen. Dette sker 
først i 2015. 
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Af de østrogene stoffer har vi i projektet størst fokus på de naturlige og syntetiske, da det er disse, 
der bidrager med den største østrogene aktivitet i recipienter med udløb fra danske renseanlæg 
(Stuer-Lauridsen et al., 2005: 17 og Andersen, 2004: 3). Herudover er stofferne problematiske i 
spildevandrensningen, hvilket skyldes, at naturlige og syntetiske østrogener ved udskillelse fra 
kroppen bliver inaktiveret, hvorefter bakterier i renseanlægget kan genaktivere stofferne. 
Derudover kan stofferne ikke umiddelbart reguleres ved kilden, da det er tale om naturlige 
østrogener eller østrogener, der kommer fra medicin, som bl.a. udskilles via urinvejene, hvilket gør 
det til en vedvarende men spredt udledning. I projektet fokuseres der derfor ikke på regulering ved 
kilden, men derimod på hvordan stofferne kan reguleres ved rensningsanlæg.  
 
I gennemgangen af den gældende lovgivning omkring østrogene stoffer, fokuseres der ikke på EU’s 
nye kemikalie direktiv (REACH), da direktivet endnu ikke er endelig formuleret og derfor ikke 
implementeret i dansk lovgivning. 
 
Forurening af vores vandløb kan eksempelvis føre til at de fiskebestande, der lever deri, uddør. Hvis 
populationers reproduktion forstyrres, er der risiko for at hele populationen uddør fra området, og 
på den måde kan økosystemet blive påvirket. Af denne grund har vi valgt at fokusere på 
reproduktionsforstyrelser.  
 
Problematikken omkring de hormonforstyrrende stoffer handler både om mennesker og dyr. Vi har 
valgt at lægge vores fokus på effekter i miljøet og ikke hos mennesker. Dette gøres, da projektet 
baseres på et økocentrisk natursyn. Efter denne opfattelse bør naturen ikke kun bevares af hensyn til 
mennesker, men er bevaringsværdig i sig selv uafhængigt af mennesket interesser. (Bruun, 2000: 
151)   
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2 Metode  
Følgende afsnit indeholder en beskrivelse af projektets opbygning, og hvilke metoder vi har brugt 
til at svare på projektets problemformulering. Herudover følger en argumentation for anvendt 
fremgangsmåde, casevalg, empiriindsamling samt valg af teori, forsøgsmetode og -design. Herefter 
diskuteres validiteten af de eksperimentelt opnåede resultater. Til sidst findes en 
kapitelgennemgang, hvor vi præsenterer og argumenterer for relevansen af indholdet i de enkelte 
kapitler.  
  
2.1 Projektets opbygning  
Projektets problemformulering er sammensat af to dele. Første del lyder: ”Er der risiko for effekter i 
vandmiljøet ved udledning af østrogene stoffer med spildevandet?”. Formålet er at belyse 
eksistensen og omfanget af miljøeffekterne samt relevansen af en fortsat debat om 
problemstillingen.  
Miljøstyrelsen har for nyligt udgivet rapporten ”Survey of Estrogenic Activity in the Danish Aquatic 
Environment”, hvori niveauerne af østrogen aktivitet i det danske ferskvandsmiljø kortlægges, samt 
kilder hertil. Rapporten konkluderer, at der ikke ses en udbredt forekomst af østrogen aktivitet i 
vandmiljøet i niveauer, der forårsager feminisering hos fisk. Vi mener, at rapporten er vigtig for 
vores problemstilling, da det er Miljøstyrelsens udlægning af problemet, og rapportens konklusioner 
er afgørende for tildelingen af ressourcer til området. Derudover over er Miljøstyrelsen afgørende 
for prioriteringen af stofferne i reguleringen. Vi forholder os kritisk til rapporten, og finder det 
blandt andet problematisk at der ikke foretages effektstudier.  
Det er på denne baggrund, at nærværende rapport ønsker at belyse problemer med østrogene stoffer 
i Danmark. Vi vælger selv at give et bidrag til at belyse problemets omfang med et effektstudie. Vi 
undersøger om spildevand fra Spildevandscenter Avedøre forstyrrer reproduktionen hos sneglearten 
Potamopyrgus antipodarum. Testen er lige nu meget relevant, fordi den forskergruppe, der har 
udviklet testen, for nyligt har forslået den som en OECD standardmetode til at teste, om en given 
forureningskilde eller kemikalier kan forårsage østrogenlignende effekter.  
 
Det overordnede fokus i projektet er den samlede effekt af stofferne i det rensede spildevand, 
hvilket leder os frem til anden del af problemformuleringen, som lyder ”… og hvordan reguleres 
udledningen af disse?” 
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I dag findes der ingen specifik regulering af hormonforstyrrende stoffer9. Spildevand bliver 
reguleret hovedsageligt på indholdet af enkelt stoffer. 
  
I projektet gennemgås lovgivning, der ligger til grund for reguleringen af spildevand. Denne 
gennemgang er nødvendig for at skabe et overblik over, hvor i den danske lovgivning en eventuel 
regulering af hormonforstyrrende stoffer i spildevand findes. Samtidig undersøges det ved hjælp af 
interviews med Københavns Amt og Miljøstyrelsen, hvorledes den praktiske forvaltning af 
østrogene stoffer i spildevand foregår. Er der ingen eller en mangelfuld praktisk forvaltning af 
stofferne i spildevand, kan den teoretiske gennemgang af den generelle lovgivning på 
spildevandsområdet bruges til at vurdere, om den manglende praktiske forvaltning skyldes decideret 
mangel på lovgivning, fortolkning af loven eller mangel på ressourcer. 
 
Hvis det ikke er muligt at regulere sig ud af problemet med østrogene stoffer fra spildevand, er det 
måske en mulighed med en løsning i form af optimeret teknologi i rensningsanlæggene.  
Rensningsanlæg udgør i Danmark den største kilde til udledning af østrogener i vandmiljøet 
(Christiansen et al., 2002: 21) Derfor gennemgår vi i projektet processen i et typisk dansk 
rensningsanlæg med henblik på at kunne identificere hvilke rensetrin, der har en høj 
renseeffektivitet i forhold til de østrogene stoffer. Til et casestudie har vi udvalgt Spildevandscenter 
Avedøre. Det vides ikke nøjagtigt hvilke østrogene stoffer, der findes i spildevandet, der ledes til 
Spildevandscenter Avedøre, da oplandet rummer mange forskellige virksomheder. Ud fra 
analysekemiske målinger fra NOVA 2003 og NOVANA ses mængden af de stoffer i det rensede 
spildevandet, der måles gennem programmerne.  
Rensemetoderne til spildevand udvikles og forbedres løbende, og med den voksende interesse 
omkring østrogene stoffer i spildevand, er der opsat en lang række pilotanlæg, der skal hjælpe med 
at afdække området. Derfor vil vi se på, hvilke teknologier der findes, hvor effektive de er, og om 
det er nødvendigt med optimeret renseteknologi for at beskytte miljøet? 
Det beskrives hvilke fordele og ulemper, der kunne være ved implementering af et ekstra rensetrin 
på danske rensningsanlæg.  
 
                                                 
9
 Betegnelse hormonforstyrrende stoffer bruges i gennemgangen af den danske regulering, da lovgivningen ikke er 
specifik for østrogene stoffer.  
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2.2 Metodologi  
Besvarelsen af første del af problemformuleringen udarbejdes på baggrund af både et 
litteraturstudie, interviews og eksperimentelt arbejde.  
 
Afsnittet om østrogene stoffer og deres virkning er skrevet ud fra lærebøger og videnskabelige 
artikler. Fra tidligere undersøgelser indhentes viden, om miljøeffekter af østrogene stoffer og ved 
hvilke koncentrationer effekterne er påvist. For at afklare, hvorvidt østrogene stoffer udgør et 
problem i vandmiljøet, anvendes videnskabelige undersøgelser og rapporter.  
 
Miljøstyrelsen har i efteråret 2005 og foråret 2006 udgivet to delrapporter ”Survey of Estrogenic 
Activity in the Danish Aquatic Environment”, hvori indholdet af østrogene stoffer i renset 
spildevand fra rensningsanlæg i Danmark undersøges. Rapporterne gennemgås kritisk, da de er 
særdeles afgørende for prioriteringen af problematikken. Hertil interviews Henrik Rasmus 
Andersen, Danmarks Tekniske Universitet og Poul Bjerregaard, Biologisk Institut ved Syddansk 
Universitet, som begge har deltaget i udarbejdelsen af rapporten.  
 
Det eksperimentelle afsnit består af en beskrivelse af forsøgsorganismen P. antipodarum ud fra 
lærebøger og artikler. Der lægges især vægt på sneglens levevis og reproduktion. Derudover 
indeholder afsnittet en forsøgsbeskrivelse, udarbejdet på baggrund af det foreliggende udkast til 
OECD-standardisering af forsøgsmetoden, samt artikler om forsøg med P. antipodarum. Vi har i 
den forbindelse også været i kontakt med Dr. Ulrike Schulte-Oehlmann fra Johann Wolfgang 
Goethe University Frankfurt am Main, Department of Ecology & Evolution - Ecotoxicology, der 
har udført eksperimenter med og forfattet artikler om P. antipodarum og vi har spurgt hende til råds 
angående forsøgsdesign. 
 
Anden halvdel af problemformuleringen besvares ved hjælp af et litteraturstudie og interviews.  
Viden om den gældende regulering opnås ved gennemlæsning af gældende lovtekster og 
vejledninger på spildevandsområdet samt Vandrammedirektivet og dets ledsagende skrivelser. 
Derudover har vi interviewet Palle Sørensen, Københavns Amt, Karin Dahlgren og Mogens 
Kaasgaard, Miljøstyrelsens vandafdeling.  
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Til afsnittet om renseeffektivitet over for østrogene stoffer er hovedsageligt anvendt rapporter og 
artikler med analysekemiske målinger af indholdsstoffer før og efter de respektive rensetrin. Vi har 
desuden set et pilotanlæg til optimering af renseprocessen i forhold til miljøfremmede stoffer og i 
den forbindelse interviewet Ph.D.-studerende Kåre Press-Kristensen. derudover har vi interviewet 
Bo Neergaard Jacobsen, udviklingschef på Spildevandscenter Avedøre og Henrik Rasmus 
Andersen, Danmarks Tekniske Universitet. 
 
2.3 Interviewpersoner 
Kåre Press-Kristensen. Ph.D. studerende fra DTU, arbejder med optimeret rensning af 
miljøfremmede stoffer på Lynettefællesskabet I/S.  
Vi har valgt at lave dette interview for at få en indføring i og forståelse for de teknikker, der 
undersøges i forhold til at optimere rensningen. Dette omfatter også hvilke begrænsninger og 
muligheder, der er forbundet med at implementere de forskellige teknikker på de kommunale 
rensningsanlæg. 
 
Bo Neergaard Jacobsen, udviklingschef på Spildevandscenter Avedøre og medlem i bestyrelsen for 
en arbejdsgruppe under DANVA, der beskæftiger sig med rensning og regulering af spildevand i 
forhold til medicinrester og miljøfremmede stoffer.  
Formålet med at interviewe Bo Neergaard Jacobsen var at få en forståelse for hvilke problemer, der 
er på de kommunale renseanlæg i forhold til optimering af den eksisterende rensning, og hvordan 
fremtidsudsigterne er for regulering af østrogene stoffer.  
 
Palle Sørensen, Teknisk forvaltning Københavns Amt, der er tilsynsførende myndighed for 
Spildevandscenter Avedøre, interviewes for at opnå viden om den praktiske forvaltning af 
rensningsanlæg og reguleringen af spildevand med Spildevandscenter Avedøre som case. Vi 
spørger ind til, hvilke dele af lovgivningen, der i praksis bruges til regulering af spildevand og især 
med henblik på de østrogene stoffer. Hvilke begrænsninger er der i den praktiske forvaltning af 
rensningsanlæg med hensyn til disse stoffer.  
 
Karin Dahlgren og Mogens Kaasgaard fra Miljøstyrelsen vandafdeling blev interviewet med 
henblik på regulering af rensningsanlæg og Vandrammedirektivet.  
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Thomas Plesner, medforfatter af en undersøgelse i Århus Amt i 2000, der viser, at næsten halvdelen 
af populationer af ørreder og skaller i nogle af amtets vandløb har tegn på feminisering. Thomas 
Plesner interviewes, da han har været med til at skabe opmærksomhed omkring problematikken 
med de østrogene stoffer.  
 
Poul Bjerregaard, Biologisk Institut ved Syddansk Universitet og Henrik Rasmus Andersen, 
Danmarks Tekniske Universitet, der arbejder med udvikling af vandrensningsteknikker til 
renseanlæg. Begge har medvirket til udarbejdelsen af Miljøstyrelsen ”Survey of Estrogenic Activity 
in the Danish Aquatic Environment”. Disse interview blev foretaget med henblik på at få nogle 
kommentarer til den kritik vi har givet til udarbejdelsen af og konklusionen i rapporten.  
 
Alle vores interview er foretaget for at få et bedre overblik over vores problemstilling. Samtidig er 
alle interviewpersoner blevet spurgt om deres holdning til reguleringens tilstrækkelighed, og om det 
er et problem, hvis reguleringen af de østrogene stoffer ikke forbedres. Svarene på dette bruges i 
projektets analyse og diskussion af reguleringen i dag samt i den endelige diskussion. 
 
2.4 Den eksperimentelle del  
Som en del af projektet er der lavet et forsøg til påvisning af reproduktionsforstyrrende effekter af 
renset spildevand på sneglen P. antipodarum. Forsøget skal bidrage til viden om østrogenrelaterede 
effekter af renset spildevand. Forsøgsopstillingen udspringer af en forsøgsprotokol udarbejdet af 
blandt andet Dr. Ulrike Schulte-Oehlmann, Johann Wolfgang Goethe University Frankfurt am Main 
Department of Ecology & Evolution - Ecotoxicology, der også har hjulpet med tilvejebringelse af 
forsøgsorganismer. 
 
Der anvendes en koncentrationsrække af renset spildevand fra Spildevandscenter Avedøre, der i 
projektet anvendes som case-studie. Forsøget kan betragtes som en stikprøve på 
reproduktionsforstyrrende egenskaber af renset spildevand i Danmark.  
 
I det rensede spildevand fra Spildevandscenter Avedøre findes andre stoffer end de østrogene 
stoffer, der kan have en reproduktionsforstyrrende effekt. I afsnit 6 argumenteres for relevansen af 
at udføre et forsøg med spildevand i et projekt, der udelukkende omhandler østrogene stoffer. 
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Forsøgets opstilling, berettigelse og resultater gennemgås ligeledes i afsnit 6.  
 
2.5 Valg af case 
Spildevandscenter Avedøre benyttes som eksempel på rensningen af spildevand i Danmark. På 
Spildevandscenter Avedøre gennemgår spildevandet de rensetrin, der er typiske for den hjemlige 
spildevandsrensning, hvor 90 % føres igennem MBNDK-anlæg (Mekanisk, Biologisk, Nitrifikation, 
Denitrifikation og Kemisk rensning). Derfor er centret repræsentativt for dansk 
spildevandsrensning. Spildevandscenter Avedøre er også et relevant eksempel, fordi det er et af de 
største danske rensningsanlæg. Hvis der er effekter af det rensede spildevand fra et avanceret anlæg 
som Spildevandscenter Avedøre, vil det kunne diskuteres, om rensning af spildevand i Danmark er 
tilstrækkelig i forhold til østrogene stoffer.  
 
På Spildevandscenter Avedøre er der ved hjælp af tidligere undersøgelser opnået en viden omkring 
indholdet af det rensede spildevand og effekter heraf. Blandt andet foreligger der kemiske 
analysedata over indholdet af udvalgte østrogene stoffer, og der er lavet målinger på den samlede 
østrogene aktivitet i spildevandet. (Kjølholt et al., 2003) At disse data findes, giver en konkret viden 
om problemets omfang i et repræsentativt dansk rensningsanlæg. Endvidere er kendskab til 
spildevandets indhold og effekter vigtigt, da vi i dette projekt ikke foretager analysekemiske 
målinger på indholdet af det spildevand der anvendes i forsøget. Ovennævnte data bruges også i 
argumentationen for at østrogenlignende effekter kan spores i Spildevandscenter Avedøres 
spildevand. Vi anvender renset spildevand fra Spildevandscenter Avedøre til vores forsøg. 
 
2.6 Kapitelgennemgang  
Kapitel 1: Indledning, problemfelt og problemformulering 
 
Kapitel 2: Metode 
 
Kapitel 3: Østrogene stoffer 
Kapitlet giver en beskrivelse af, hvordan kemikalierne indvirker på det endokrine system, samt en 
gennemgang af hvilke effekter, der er observeret efter eksponering med østrogene stoffer. Herunder 
bliver de relevante stofgrupper beskrevet med hensyn til relevante stofegenskaber, kilde, forekomst 
og fundne effektkoncentrationer.  
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Dette afsnit skal vise i hvilket omfang, østrogene stoffer i vandmiljøet er et problem.  
 
Kapitel 4: Survey of Estrogenic Activity in the Danish Aquatic Environment 
I kapitlet gennemgås Miljøstyrelsens undersøgelse, der kortlægger den østrogene aktivitet i det 
danske vandmiljø. Der gives en kritik af undersøgelsens forsøgsmetoder og resultater. Afsnittet 
bruges til at illustrere Miljøstyrelsens syn på problematikken og efterfølgende som inspiration til 
valg af vores forsøg. 
 
Kapitel 5: Spildevandscenter Avedøre 
Vi har valgt Spildevandscenter Avedøre som casestudie. I afsnittet beskrives renseprocessen på 
Spildevandscenter Avedøre, oplandets sammensætning, hvordan anlægget reguleres af 
myndighederne, NOVA 2003 og NOVANA-målinger af østrogene stoffer samt andre relevante 
undersøgelser foretaget på spildevand fra Spildevandscenteret.  
 
Casen bruges løbende igennem projektets afsnit, hvor det findes relevant. Den er vigtig i forhold til 
at kunne indsamle viden om den konkrete forvaltning af rensningsanlæg, herunder udarbejdelse af 
tilslutningstilladelser og udledningstilladelser.  
 
Kapitel 6: Reproduktionstest med eksponering af P. antipodarum for østrogene stoffer i spildevand 
Forsøget skal vise om spildevandet, der udledes fra Spildevandscenter Avedøre, forårsager 
østrogenlignende effekter på P. antipodarum. Som endpoint undersøges reproduktionsforstyrrelser.  
Afsnittet indeholder en argumentation for testens egnethed til påvisning af østrogenlignende 
effekter, beskrivelse af testorganismen P. antipodarum, forsøgsvejledning, samt præsentation og 
analyse af resultater.  
Ud fra vores erfaringer med testmetoden beskrives fordele og ulemper ved metoden og egnetheden 
som standardmetode diskuteres.  
 
Resultaternes betydning i forhold til Spildevandscenter Avedøre diskuteres, og det diskuteres 
ligeledes, hvordan de opnåede resultater kan relateres til andre rensningsanlæg, recipienter og 
økosystemer.  
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Kapitel 7: Regulering af spildevand og rensningsanlæg  
Dette afsnit indeholder en gennemgang af eksisterende lovgivning med relevans for regulering af 
rensningsanlæg, især med fokus på eksisterende regulering af hormonforstyrrende stoffer i 
spildevand. Der findes en gennemgang af, hvordan spildevand fra industrien reguleres, og hvordan 
udledninger fra rensningsanlæg reguleres. 
Formålet med afsnittet er at undersøge, hvorvidt der reguleres på udledninger af 
hormonforstyrrende stoffer i spildevand.  
Analysen i afsnittet udspringer af ovenstående gennemgang, og undersøger på hvilke punkter den 
gældende lovgivning eventuelt kan vise sig utilstrækkelig i forhold til hormonforstyrrende stoffer.  
 
En stor del af den nuværende og fremtidige miljøregulering udarbejdes på EU-plan. Afsnittet vil 
derfor også omhandle de dele af EU’s Vandrammedirektiv, der kan få indflydelse på reguleringen 
af østrogene stoffer. 
 
Kapitel 8: Rensning af spildevand for østrogene stoffer 
I afsnittet beskrives renseteknikker, der allerede anvendes i rensningsanlæg og som i større eller 
mindre grad er relevante i forhold til fjernelse af østrogene stoffer. Herudover beskrives en række 
renseteknikker, der er på forsøgsstadiet med hensyn til fjernelse af østrogene stoffer og eventuelt 
ville kunne supplere den nuværende rensning.  
 
Afsnittet bruges til at lokalisere i hvilke dele af rensningsanlæg – i hvilke rensetrin –østrogene 
stoffer fjernes. De alternative renseteknikker beskrives for at kunne vurdere om, der findes en 
renseteknik, der ikke typisk anvendes herhjemme, men som med fordel kan implementeres som 
ekstra rensetrin i et typisk MBNDK-anlæg, hvis reguleringen herhjemme findes utilstrækkelig og 
skal suppleres. 
 
Kapitel 9: Diskussion 
Heri samles op på deldiskussionerne fra de forskellige afsnit i projektet. Det diskuteres, om der er 
miljøeffekter (fra østrogene stoffer) ved udledning af spildevand, og om den nuværende og 
fremtidige regulering af spildevand i Danmark håndterer forurening med hormonforstyrrende 
stoffer i tilstrækkelig grad. 
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2.7 Kildekritik 
Der er igennem hele afsnittet anvendt litterære kilder. Anvendelsen af kilderne i projektet tager 
højde for kildens validitet, og den sammenhæng som kilden anvendes i.  
 
Vi har i videst muligt omfang undgået at basere projektets afsnit på enkeltkilder, men indhentet 
viden fra forskellige undersøgelser eller rapporter. 
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3 Østrogene stoffer  
For at kunne diskutere, hvilke stoffer der er vigtigst at fokusere på, og hvorfor de beskrevne effekter 
opstår, er det nødvendigt med en grundig forståelse for, hvordan stofferne er opbygget, hvilke 
mekanismer der påvirkes, og hvilke doser der udledes til recipienten sammenlignet med de 
effektkoncentrationer, der er fundet. 
Afsnittet beskriver først hormonsystemet, det endokrine system, overordnet for pattedyr og 
efterfølgende, hvilke modifikationer der findes i forskellige dyregrupper, herunder invertebrater. 
Herefter beskrives kønshormoners funktion, og hvorledes østrogene stoffer påvirker forskellige 
organismer, herunder en beskrivelse af de forskellige østrogeners opbygning, virkemåde og 
effekter. 
 
3.1 Det endokrine systems form og funktion  
Højerestående organismer har to interne kommunikationssystemer, nervesystemet og 
hormonsystemet. (Bjerregaard, 2005: 194) Det endokrine system er en samlet betegnelse for de 
endokrine kirtler10, der danner hormoner og udsender dem i blodbanen. De endokrine kirtler er 
blandt andet gonaderne, der producerer kønshormoner, bugspytkirtlen der producerer insulin, 
skjoldbruskkirtlen der producerer thyroxin samt binyrebarken, der producerer cortisol.  
Det endokrine system spiller en essentiel rolle i både langtids- og korttidsregulering af metabolske 
processser. Endvidere er ernæring, adfærd, reproduktion, vækst og hjerte-karsystemet alle på en 
eller anden måde, reguleret af det endokrine system. (Damstra et al., 2002: 2-3)  
   
Af de utallige hormoner, der regulerer kroppens funktion, er der nogle, der påvirker et enkelt eller et 
par væv og andre, der påvirker flere væv. For eksempel påvirker kønshormonerne næsten alle 
kroppens væv. Den overordnede kontrol af de endokrine kirtlers produktion af hormoner sker i 
hjernen, hvor overordnede hormoner udsendes fra hypofysen11 og transporteres via blodbanen til de 
endokrine kirtler, der så efterfølgende udsender hormoner. Hypofysen fungerer under overordnet 
kontrol fra hypothalamus12, der regulerer hormonproduktionen via feedback-mekanismer. 
(Campbell & Reese, 2002: 960) (Se figur 3.1 nedenfor) 
                                                 
10
 Kirtler, der udskiller sekreter - sædvanligvis hormoner, direkte i blodbanen og ikke via særlige udførselsgange, som 
exokrine kirtler. 
11
 Organ, der blandt andet styres af hypothalamus og udskiller hormoner, kønshormoner og væksthormoner 
12
 Område i hjernen, der danner forskellige såkaldte releasing hormoner, der regulerer hypofyseforlappens 
hormonudskillelse. 
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Figur 3.1: Regulering af testosteron og østrogen. Hypothalamus sender signal til hypofysen, der udskiller hormoner, der 
påvirker dannelse af kønshormoner. Østrogen regulerer efterfølgende dannelse af vitellogenin i fisk. (Rasmussen et al., 
2000) 
 
Som nævnt dannes hormoner i de endokrine kirtler, hvorfra de frigives til blodbanen. Her vil de 
typisk bindes til bestemte proteiner, som har til opgave at transportere hormonerne rundt. 
Hormonerne optages i celler i målorganer, hvor de bindes til et specifikt protein, en såkaldt 
hormonreceptor (Se figur 3.2 nedenfor). Receptoren kan både sidde uden på cellen, i membranen, 
eller indeni cellen, enten på organeller i cytoplasma eller i cellekernen. Steroidhormoner, der blandt 
andet omfatter det hunlige østrogen og det hanlige testosteron, bindes til receptorer, der findes inde 
i cellen (Campbell & Reese 2002: 960) Østrogenreceptoren findes i cytosolet13 i cellen mellem 
cellens ydre membran og cellekernen. Hormonet transporteres over cellemembranen og binder sig 
til hormonreceptoren. Når hormonet er bundet, virker receptoren som transkriptionsfaktor14, der 
binder sig til et specifikt sted på DNA-strengen og stimulerer eller hæmmer transkriptionen af det 
specifikke gen. (Campbell & Reese, 2002: 960) Gentranskriptionen resulterer i dannelse af et 
                                                 
13
 Cellevæske mellem cellens ydre membran og cellekernen. 
14
 Protein der bindes til DNA-sekvenser og er en forudsætning for, at transkriptionen kan igangsættes. 
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protein (se figur 3.2 nedenfor), hvilket eksempelvis kan være vitellogenin hos fisk (se figur 3.1 og 
nedenstående afsnit om østrogener).  
 
 
Figur 3.2: Østrogen og xeno-østrogener binder sig begge til østrogenreceptoren (ER), hvorefter østrogen-
østrogenreceptor-komplekset binder sig til DNA i cellekernen og igangsætter transkription og proteinsyntese.  
(www.env.go.jp) 
 
Som det ses på figur 3.2 bindes flere stoffer til østrogenreceptoren, og dette skyldes ligheder i 
stoffernes struktur. Her er det stoffernes phenolgruppe, der muliggør binding til østrogenreceptoren 
(se figur 3.4 over stoffernes struktur)    
Efter et hormon har udøvet sin virkning, skal det inaktiveres og udskilles fra organismen. 
Nedbrydningen sker primært i leveren, hvor hormonerne gøres inaktive og mere vandopløselige, så 
de er nemmere at udskille. Dette sker ved konjugering, hvor hormonerne tilføres en vandopløselig 
molekyledel (glucoronid- eller sulfatgruppe). Herefter udskilles de konjugerede hormoner via 
nyrerne med urinen. Konjugerede østrogener kan ikke binde sig til østrogenreceptoren (se figur 3.3 
nedenfor) (Andersen, 2004: 17). 
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Figur 3.3: Princippet bag inaktivering af hormoner. Det aktive hormon tilføres et glucuronid- eller sulfatkonjugat, 
hvorved hormonet inaktiveres, da konjugatet forhindrer binding til østrogenreceptoren. (Andersen, 2004: 17) 
 
3.1.1 Hormoners opbygning og virkemåde  
De vigtigste hormoner hos mennesket er steroidhormoner, aminosyrehormoner og peptid- 
proteinhormoner. Kønshormoner tilhører gruppen steroidhormoner, der syntetiseres ud fra fedtsyren 
kolesterol. Steroidhormonerne er fedtopløselige, og kan derfor trænge over cellemembranen og 
binde sig til en receptor. (Bjerregaard, 2005: 195) I denne gruppe er blandt andet østrogener15 og 
androgener16, der begge har betydning for pattedyrets reproduktion. Østrogener og androgener 
produceres i gonaderne, ovarierne for kvinder og testikler for mænd. Af androgenerne, der er 
dominerende hos mænd, er testosteron det vigtigste. Hos kvinder dominererer østrogenerne, hvoraf 
hormonet østradiol er vigtigst. Både østrogener og androgener er kontrolleret af gonadotropinerne 
FSH17 og LH18 fra hypofysen, under overordnet kontrol af GnRH19 fra hypothalamus. 
 
Kønshormonerne har betydning for (1) kønsbestemmelse/fastlæggelse, dette sker oftes genetisk, 
men ikke hos alle dyregrupper, (2) kønsdifferentiering, proces hvor det fastlagte køn oversættes, og 
der udvikles enten testikler eller ovarier, og (3) kønsudvikling, hvor vævet uden for gonaderne 
maskuliniseres eller feminiseres. (Bjerregaard, 2005: 197) 
 
 
                                                 
15
 Gruppen af kvindelige kønshormoner, omfatter hos mennesker østron (E1), 17β-østradiol (E2) og østriol (E3). 
16
 Gruppen af hanlige kønshormoner, herunder testosteron.  
17
 Follikelstimulerende Hormon. Hormon der dannes i hypofyseforlappen. Hos hunner stimulerer hormonet blandt andet 
østrogensekretion fra æggestokkene. Hos hanner stimulerer hormonet dannelse af sædceller i testiklerne. 
18
 Luteiniserende Hormon. Hormon der dannes i hypofyseforlappen. Hos hanner stimulerer LH dannelsen af 
interstitielle celler i testiklerne samt deres produktion af testosteron. Hos hunnen stimulerer LH follikelmodningen i 
æggestokken og ægløsning. 
19
 Gonadotropin Releasing Hormone. Styrer udskillelse af FSH og LH - de overordnede kønshormoner, der dannes i 
hypofysens forlap og stimulerer kønskirtlernes hormondannelse. 
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Østrogener  
Østrogener er gruppen af hunlige kønshormoner hos vertebrater og nogle invertebrater. Gruppen 
omfatter hos mennesker østron (E1), 17β-østradiol (E2) og østriol (E3), der dannes i æggestokkene 
og under graviditeten også i moderkagen. Som det fremgår af figur 3.4 og 3.5, indeholder alle de 
østrogene stoffer en phenolgruppe, og denne muliggør bindingen af stofferne til østrogenreceptoren 
(Huber et al., 2003). Deres funktion er at stimulere væksten og vedligeholdelse af det hunlige 
reproduktionssystem og mælkekirtler samt udviklingen og opretholdelse af de sekundære 
kønskarakterer. (Campbell & Reese, 2002: 972)  
 
Figur 3.4: Strukturer af østron, 17β-østradiol, 17α-ethinyløstradiol (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 17) og sulfatkonjugeret 
østron (Andersen, 2004: 16). 
 
Østrogener dannes ud fra kolesterol, der omdannes til androgener, der efterfølgende omdannes af 
enzymet aromatase til østrogener. En stimulering af enzymet fører til flere østrogener og færre 
androgener, hvilket kan føre til feminisering af pattedyrshanner. (Bjerregaard, 2005: 221) 
 
Hos pattedyr, herunder mennesket, er kønnet genetisk bestemt. To X-kromosomer for piger og XY 
for drenge. Feminiseringen er forprogrammeret, og kræver i mindre grad end maskuliniseringen, at 
fosteret selv danner hormoner. (Andersen, 2004: 15) Hvis hanfosteret udsættes for østrogener under 
graviditeten, kan det resultere i nedsat sædkvalitet og testikelcancer. Derfor er hanner mere 
følsomme for eksponering af østrogener end hunner.  
Under hanfosterets udvikling vil der fra hypothalamus sendes GnRH til hypofysens forlap, der 
responderer ved at sende LH og FSH ud i blodbanen til målorganer. LH stimulerer syntesen af 
testosteron, og FSH er bestemmende for antallet af sertoliceller, der differentieres. Sertolicellerne er 
placeret i testiklernes sædkanaler, hvor de ernærer forstadier til sædceller mens disse dannes og 
modnes. Antallet af sertoliceller vil derfor senere få betydning for sædcelleproduktion. 
(Bjerregaard, 2005: 200) Østrogen hæmmer frigivelse af FSH fra hypofysen, derfor kan påvirkning 
med østrogene stoffer på et kritisk tidspunkt føre 
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celler, der senere deler sig under dannelse af sædceller, bliver anlagt allerede i fosterstadiet. Derfor 
kan en unormal udvikling af disse resultere i forstadier til testikelkræft. (Bjerregaard, 2005: 200) 
 
Østrogen er hos pattedyr ikke direkte styrende for kønsdifferentieringen, de primære kønsceller i det 
udifferentierede foster er ikke følsomme for østrogener, men for androgener. Derfor er pattedyr 
mindre følsomme i forhold til totale ændringer af kønsdifferentieringen ved påvirkning af 
udefrakommende østrogener. Derimod indgår østrogen som det primære hormon i fosterets 
kønsdifferentiering i æglæggende dyr, hvorfor en østrogenpåvirkning på et kritisk tidspunkt kan 
resultere i en irreversibel differentiering af kønsceller til hunceller. (Andersen, 2004:14)   
 
3.1.2 Vertebrater ud over pattedyr  
Dyregrupper er kun sensitive over for østrogene stoffer, hvis steroidhormoner indgår i deres 
endokrine system. Generelt har alle vertebratgrupper de samme hormonsystemer, således at det 
overordnet er de samme hormoner, der syntetiseres, men de forskellige processer kan forløbe på 
forskellige måder. (Campbell & Reese, 2002: side 960) 
 
De enkelte grupper af vertebrater har forskellige kønsudviklingsprocesser, og der er stor forskel på 
følsomhed overfor udefrakommende forstyrrelser. (Bjerregaard, 2005: 197) 
 
Fugle: Hos denne dyregruppe er hunnerne heterogametiske20 og hannerne homogametiske, derfor 
kræver det tilstedeværelse af østrogen at danne et hunfoster, mens fravær af østrogen resulterer i et 
hanfoster. (Bjerregaard, 2005: 202) 
 
Krybdyr: Kønsdifferentieringen styres ikke genetisk, men af omgivelserne - eksempelvis af 
temperatur. Hvis æggene eksponeres for østrogener bliver ungerne til hunner uafhængigt af 
temperatur. (Bjerregaard, 2005: 202) 
 
Padder og fisk: Der er forskelligheder arterne imellem. Nogle er særkønnede, andre hermafroditter 
og nogle kan skifte køn. Eksempelvis har zebrafisk et juvenilt hermafroditstadie, hvorefter de i en 
alder fra 20-60 dage kønsdifferentieres. Differentieringen styres af gener, (dog ikke på 
kønskromosomer, men spredt ud over flere kromosomer) og kønshormoner. I den periode er fiskene 
                                                 
20
 Kønnet er bestemt af to forskellige kønskromosomer   
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meget påvirkelige for udefrakommende hormonforstyrrende stoffer. Zebrafisk bruges i vid 
udstrækning som indikator for østrogen aktivitet. (Bjerregaard, 2005: 203) 
 
Hunfisken danner vitellogenin til produktion af æg under hormonel kontrol. Hypofysen danner 
gonadotropiner21, blandt andet det follikelstimulerende22 hormon, der påvirker ovarierne til at 
producere østrogen. Østrogenet frigives til blodet og transporteres videre til leveren, hvor det binder 
sig til en østrogenreceptor, der inducerer leverens produktion af vitellogenin. Herefter transporteres 
vitellogenin via blodbanen til ovarierne. (Bjerregaard, 2005: 212) 
En mere gennemgribende feminisering af hanfisk er interdex, der er karakteriseret ved forekomst af 
oocyter23 i testikulært væv. Feminiseringsgraden af hanfisk bestemmes via et intersexindeks inddelt 
efter antallet af oocyter. Intersex kan fremkomme ved mindre koncentrationer end vitellogenin, 
fordi østrogenreceptoren i testikler er mere følsom end østrogenreceptoren i leveren. (Christiansen 
& Plesner, 2001: 11, 23) 
Der er arterne imellem stor forskel på tidspunkt for kønsdifferentiering, og derfor stor forskel på, i 
hvilket livsstadie arten er mest følsom for østrogene stoffer. (Bjerregaard, 2005: 203) 
Nogle effekter kan kun induceres i bestemte livsstadier, og de er ofte irreversible, mens andre som 
eksempelvis vitellogeninproduktion kan induceres i alle livsfaser. Vitellogenin er reversibelt, 
niveauerne i blodet falder, hvis østrogen eksponeringen ophører. (Bjerregaard, 2005: 203)  
Det vides ikke, om en effekt som intersex er irreversibel, hvis det er tilfældet, er intersex et 
eksempel på en irreversibel effekt, der kan induceres i alle livsfaser. 
  
At arternes endokrine systemer er så diverse betyder, at det er svært at forudsige, hvilke effekter 
forskellige koncentrationer af østrogene stoffer vil have på økosystemet som helhed. Derfor er det 
vigtigt, at der bliver forsket for at fremskaffe mere viden om de forskellige arter. Ved en eventuel 
risikovurdering vil et kvalitetskriterium fastsat ud fra en enkelt NOEC-værdi være forbundet med 
meget store usikkerheder og ikke være baseret på tilstrækkelig naturvidenskabelig viden. 
 
3.1.3 Invertebrater  
Hos invertebraterne er der mange af arterne, hvis endokrine system har undergået en evolutionær 
differentiering, og derfor er helt unikke. Dog har nogle af arterne helt eller delvist samme system 
                                                 
21
 Overordnede kønshormoner, der stimulerer kønskirtlernes hormondannelse 
22
 Follikel: Væskefyldt blære i æggestokken hos pattedyr, hvori æggene modnes. 
23
 Tidlige stadier i hunnens kønscelledannelse 
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som vertebraterne, hvor steroidhormoner produceres og har en funktionel rolle. Der mangler stadig 
meget viden på området, men indtil videre er der fundet steroidhormoner i grupperne Mollusca 
(bløddyr), Crustacea (krebsdyr), Echinodermata (pighuder) og Tunicata (sækdyr). (Oetken et al., 
2004: 2) 
 
Generelt regulerer det endokrine system hos invertebraterne de samme processer som hos 
vertebraterne, herunder udvikling, kønsdifferentiering, reproduktion og vækst. Men invertebraterne 
har udviklet et mere diverst endokrint system, fordi deres udvikling er mere kompleks, og 
inkluderer udvikling af flere stadier. Eksempelvis dannelse af larve, flere stadier af puppedannelse 
eller andre hvilestadier. (Oetken et al., 2004: 2)  
 
Blandt molluskerne er der stor indbyrdes forskel på hormonsystemerne - også mellem de store 
klasser af gastropoderne (snegle): prosobranchia (forgællesnegl), opisthobranchia (baggællesnegl) 
og pulmonates (lungesnegl). Eksempelvis bruger prosobranchia samme type steroider som 
vertebraterne, men det gør pulmonates ikke. Der er fundet østrogen- og androgenreceptorer i nogle 
marine og ferske prosobrancher. (Oetken et al., 2004: 3) P. antipodarum, som er vores 
forsøgsorganisme, tilhører gruppen prosobranchia, hvis reproduktion er styret af de samme 
steroidhormoner som vertebraterne. 
 
3.2 Forstyrrelser af det endokrine system  
Det endokrine system er komplekst og styrende for mange processer. Hormoner er designet til at 
virke i meget små koncentrationer, og derfor er der konsekvenser ved at udlede østrogene stoffer til 
recipienten.  
 
Et hormonforstyrrende stof er et udefrakommende stof, som ændrer den endokrine funktion og 
forårsager skadelige virkninger hos organismen, dens afkom og/ eller (sub)populationer af 
organismer. (EDSTAC, Endocrine Disrupter Screening and Testing Advisory Committee, 1998: 1) 
Hormonsystemers funktioner kan forstyrres af udefrakommende stoffer på flere forskellige 
niveauer: 
• Dannelse af hormoner kan blive forstyrret. 
• Hormoners binding til transportproteiner i blodet kan bliver påvirket.  
• Stoffer kan vekselvirke med hormonreceptorer i cellerne. 
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• Stoffer kan påvirke kroppens omsætning eller nedbryde hormoner. 
(Bjerregaard, 2005: 204) 
  
Kemikaliers vekselvirkning med hormonreceptorer kan medføre en efterligning af det naturlige 
hormons funktion (agonisme) eller en hæmning af det naturlige hormons funktion (antagonisme). 
Antagonisme optræder, hvis et kemikalie bindes til en receptor, således at det naturlige hormons 
binding blokeres. (Campbell et al., 1999: 94-95) Antagonisme kan fremkaldes af anti-østrogener og 
anti-androgener, der begge konkurrerer med endogene østrogener og androgener om binding til 
hormonreceptoren (Dalgaard, 2003 og Andersson, 2005).  
 
Konsekvenserne af forstyrrelser  
Effekter efter eksponering med østrogene stoffer kan være forstyrrelser i reproduktionen.  
Effekterne varierer i de forskellige arter, fordi arternes endokrine systemer virker forskelligt. Hos 
mennesker mistænkes stofferne blandt andet for at forårsage en faldende sædkvalitet. Hos nogle 
fiskearter er der observeret forskydning af gydemodningstidspunktet, mens der hos andre fiskearter 
produceres vitellogenin og oocyter hos hanfiskene. Herudover er der eksempler på misdannede 
kønsorganer og ændret kønsratio hos andre arter. Alle ovennævnte effekter påvirker bestandenes 
reproduktionsevne, men i hvilken grad vides ikke med sikkerhed. (Bjerregaard, 2005: 209) 
  
I modsætning til andre miljøgifte kan nogle af de hormonforstyrrende stof, siges at fremme 
naturlige processer, men i det forkerte køn og på det forkerte tidspunkt. 
Udover de observerede korttidseffekter, findes der sandsynligvis også langtidseffekter og effekter 
på næste generation, hvilket er et område, der næsten ikke er forsket i. (Jobling et al., 2004) 
 
3.3 Stoffer med østrogenlignende virkning  
Tilstedeværelsen af østrogene stoffer i det akvatiske miljø er blevet konstateret i flere undersøgelser 
(Andersen et al., 2004, D’Ascenzo et al., 2003, Stuer-Lauridsen et al., 2005, Vethaak et al., 2002) 
(Se tabel 8.4 og 8.5). Stofferne menes hovedsageligt at stamme fra industri- og 
husholdningsspildevand, der udledes mere eller mindre renset fra renseanlæg. Det er derfor både 
naturlige og syntetiske østrogener samt industristoffer, der kan påvises i det akvatiske miljø.  
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3.3.1 Naturlige og syntetiske østrogener  
Naturligt dannede hormoner har ikke en hormonforstyrrende effekt i den organisme, hvor i de 
dannes. Østrogener, der udskilles fra mennesker er E1, E2 og E3, der i nogen grad kan passere 
igennem rensningsanlægget og ud i recipienten.  
De naturlige østrogener kan derfor findes i spildevandsbelastede miljøer, hvor de udøver en 
østrogen effekt på fisk. Den mængde østrogen, der dagligt udskilles fra en gravid kvinde, er 
tilstrækkelig til, at næsten 1 million liter ferskvand kan opnå en østrogen koncentration, der er i 
stand til at feminisere hanørreder. (Bjerregaard i Teknologirådet 2002: 110). 
 
Den farmaceutiske industri har udviklet en lang række syntetiske østrogener til hormonbehandlinger 
til mennesker. Blandt disse er EE2, der anvendes i p-piller og som i nogle testsystemer har vist sig 
at have en kraftigere østrogen virkning end de naturlige østrogener. EE2 kan i visse tilfælde passere 
rensningsanlæg og udøve østrogen virkning i recipienten, hvor hanfisk feminiseres ved udsættelse 
for ca. 1 ng/l. (Bjerregaard, 2005: 21) 
 
Halveringstiden i vandløbsvand er op til 28 dage for EE2, hvorfor stoffet kan forårsage 
feminiserende effekter længere nedstrøms i vandløbet end de naturlige østrogener, hvor 
halveringstiden for E1 er 3 dage og 2,8 dage for E2 (Williams et al., 2001 og Jürgens et al., 2002) 
 
De naturlige og syntetiske østrogener ender i recipienten, fordi de bliver udskilt gennem 
menneskers urinveje. Østrogener udskilles i en  konjugeret inaktiv form, men i rensningsanlægget 
kan de udskilte inaktive østrogener dekonjugeres af mikroorganismer eller ved abiotisk hydrolyse i 
spildevandet, hvorved de genvinder deres aktivitet og østrogene virkning. 
 
3.3.2 Xeno-østrogener  
Østrogenreceptoren er ikke meget selektiv. Der findes forskellige pesticider, industrikemikalier og 
fytokemikalier, der er i stand til at aktivere østrogenhormonsystemet. Sådanne stoffer, der er 
fremmede for østrogenhormonsystemet kaldes xeno-østrogener. Som nævnt er det phenolgruppen i 
stofferne, der muliggør bindingen til østrogenreceptoren (se figur 3.5). 
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Figur 3.5: Strukturer af xeno-østrogenerne nonylphenol, octylphenol og bisphenol A. (Andersen, 2004: 18) 
3.3.3 Alkylphenoler (3) 
Alkylphenolerne, herunder nonylphenol og octylphenol, er nedbrydningsprodukter af 
alkylphenolpolyethoxylater, der anvendes i vid udstrækning i dagligdagsprodukter som vaske- og 
affedtningsmidler, kosmetik og maling. Omkring 60 % af alkylphenolpolyethoxylater ender i 
spildevandet. Efter passage i et normalt fungerende renseanlæg nedbrydes 
alkylphenolpolyethoxylaterne blandt andet til nonylphenoler og octylphenoler, der har vist sig at 
være østrogene i reagensglassystemer og i heldyrsforsøg. (Andersen, 2004: 17, 26) 
Nonylphenol er på Miljøstyrelsens liste over uønskede stoffer. Myndighederne har frivillige aftaler 
med sæbeindustrien om begrænset brug af nonylphenoler. Stoffet er forbudt at bruge i de fleste 
produktioner, men tilladte i enkelte, såsom sæddræbende middel på kondomer. På trods af 
restriktionerne er der i 2006 stadig nonylphenol i spildevandsslam og spildevand. (Ingeniøren, 
2006)  
Nonylphenol nedbrydes relativt langsomt i naturen, i havvand er halveringstiden 2 måneder. Stoffet 
er lipofilt og bioakkumuleres i organismers fedtvæv. I forsøg med teknisk nonylphenol og 
korttidseksponering af hanørreder, sker der en inducering af vitellogenin ved 10 µg/l. Til 
sammenligning er grænsen for octylphenol 3 µg/l I et andet forsøg, hvor regnbueørredyngel 
(Onchorhynchus mykiss) udsættes for nonylphenol i 6-12 måneder, stimuleres dannelsen af 
vitellogenin ved 1 µg/l. Udsættelse af japansk risfisk (Oryzias latipes) for 100 µg/l teknisk 
nonylphenol fra klækning og 3 måneder frem, resulterede i feminisering af hannerne, hvilket kom 
til udtryk ved dannelse af anlæg til hunligt kønsorgan ved siden af testiklerne. Der er i naturen målt 
koncentrationer, der er højere, end de koncentrationer, som i laboratoriet medfører feminisering af 
hanfisk. (Bjerregaard, 2005: 214-216) 
3.3.4 Bisphenol A 
Bisphenol A bruges til fremstilling af polycarbonat, epoxy og brandhæmmere, anvendes i plast, og 
bruges til at belægge indersiden af koncervesdåser, hvorfra stoffet kan lække ud i fødevarerne. 
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(Bjerregaard, 2005: 216) Stoffets østrogene virkning er blevet påvist i reagensglasforsøg og 
heldyrssystemer. Der er ikke registreret koncentrationer høje nok til at feminisere fisk i naturen. Der 
er dog uenigheder i den videnskabelige litteratur om, hvilke doser der fremkalder skadelige effekter 
hos pattedyr. (Bjerregaard, 2005: 216) En gruppe af forskere mener, at stoffet er potent ved meget 
små koncentrationer. Blandt andet på grund af en tysk undersøgelse, der viser effekt i form af 
misdannelser på snegles (Marisa cornuarietis) hunlige kønsorganer ved koncentrationer ned til 50 
ng/l. (Bjerregaard, 2005: 217) Der er fundet induktion af vitellogeninproduktion hos japansk risfisk 
ved en koncentration på 100 µg/l.  
 
Tabel 3.1:Stoffer med østrogenlignende virkning. (1) Andersen, 2004 (2) Duft et al., 2003 
Stofnavn Log Kow Persistens 
(T½) 
Koncentrationer målt i 
udløb fra danske 
rensningsanlæg 
LOEC/Effekt 
Østron 3,43(1) 0,1-11(1) Op til 63 ng/l(1) 10-30 ng/l (Stuer-Lauridsen et al., 2005) 
3,3-50 ng/l (Andersen, 2004: 27) 
Vitellogenin-induktion, regnbueørred 
(Onchorynchus mykiss) 
17β-Østradiol 3,94(1) 0,2-9(1) Op til 11 ng/l(1) 5 ng/l vitellogenin-induktion, regnbueørred 
(Stuer-Lauridsen et al., 2005) 
17α-
Ethinyløstradiol 
4,15(1) 17-28(1) Op til 7 ng/l(1) 0,1 ng/l vitellogenin-induktion, 
regnbueørred (Stuer-Lauridsen et al., 
2005) 
0,03 ng/l testis-ova japansk risfisk 
(Oryzias latipes) og  
1-4 ng/l vitellogenin-induktion, 
regnbueørred (Andersen, 2004: 27) 
Nonylphenol 3,28-
4,48(2) 
29(2) Op til 0,68µg/l(1) 1 µg/l vitellogenin-induktion, 6-12 mdr. 
eksponering, regnbueørredyngel 
(Bjerregaard, 2005: 214) 
6,1-30 ng/l vitellogenin-induktion, 
regnbueørred  
Octylphenol 3,96-
4,21(2) 
 Under 
detektionsgrænsen(1) 
5 µg/l stimulering af embryoproduktion, 
snegl (P. antipodarum) (Jobling et al., 
2004 ) 
Bisphenol A 2,20-
3,85(2) 
2,5-4(2) Op til 1,32 µg/l(1) 1 µg/kg sediment efter 8 ugers 
eksponering, stimulering af 
embryoproduktion, snegl (P. antipodarum) 
(Duft et al., 2003) 
5 µg/l stimulering af embryoproduktion, 
snegl (P. antipodarum.) (Jobling et al., 
2004 ) 
 
Naturlige, syntetiske og xeno-østrogener, virker alle ved at binde sig til østrogenreceptoren. Derfor 
skelner organismen ikke mellem hvilke stoffer det er, men responderer på dem alle, Derved virker 
stofferne additivt og den fremkomne effekt, er et resultat af summen af østrogene stoffer 
organismen udsættes for. Silva et al. (2002) har lavet forsøg med 8 forskellige xeno-østrogener - 
alle i koncentrationer under NOEC, der tilsammen giver en additiv effekt. (Silva et al., 2002) 
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Laboratorieforsøg på alligatoræg har vist, at otte hormonforstyrrende stoffer hver for sig kun havde 
en ganske svag effekt, men at de otte stoffer lagt sammen havde en markant virkning. (Bjerregaard i 
Teknologirådet, 2002: 22)  
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4 Survey of Estrogenic Activity in the Danish Aquatic Environment 
På grund af den stigende bekymring omkring de østrogene stoffer igangsatte Miljøstyrelsen i 2003 
en undersøgelse, med det formål at kortlægge niveauerne af østrogener i det danske ferskvandsmiljø 
samt kilderne hertil. I efteråret 2005 og foråret 2006 lå to delrapporter over kortlægningen færdige. 
I dette afsnit gennemgås og vurderes de to rapporters resultater og konklusioner, da vi mener, der 
blandt andet kan rejses en kritik af de anvendte målemetoder i rapporterne og dermed deres 
konklusioner. Vi beskæftiger os ikke med den del af undersøgelsen, der undersøger østrogen 
aktivitet fra andre kilder end rensningsanlæg, da dette falder uden for vores afgrænsning og 
problemformulering. Gennemgangen af delrapport 2 er meget kort, da rapporten ikke er helt så 
relevant for problematikken i dette projekt. 
For at kvalificere vores kritik har vi interviewet nogle af de forfattere, der har været med til at 
udføre kortlægningen 
 
Baggrunden for Miljøstyrelsens kortlægning var bl.a. en undersøgelse foretaget af Århus Amt i 
2000 viste, at op til 44 % af populationerne af ørreder og skaller i udvalgte vandløb i Århus Amt, 
udviste tegn på kønshormonale forstyrrelser i form af feminisering. En opfølgende undersøgelse i 
Voel Bæk viste, at kilderne til de hormonforstyrrende stoffer ikke kun kom fra rensningsanlæg, men 
eksempelvis også udledninger fra markdræn med tilsluttede septiktanke.  
En kortlægning af steroidhormoner i udløbene fra en række danske rensningsanlæg i 2002 viste, at 
stoffer kunne påvises i 15 ud af 19 undersøgte anlæg. Endvidere har flere udenlandske 
undersøgelser vist, at hovedparten af den østrogene aktivitet i renset spildevand skyldes naturlige og 
syntetiske østrogener. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 25) 
 
Første delrapport søger at kortlægge den østrogene aktivitet i det danske vandmiljø. Kortlægningen 
tog udgangspunkt i en biologisk in vitro24 laboratorietestmetode (YES) støttet af kemiske analyser 
med fokus på steroidøstrogenerne østron (E1), 17β-østradiol (E2) og 17α-ethinyløstradiol (EE2) 
både den frie koncentration, hvor det er de dekonjugerede østrogener, der måles, og den totale 
østrogenkoncentration, der er målt ved at tilsætte vandprøven et dekonjugerende enzym, så alle 
østrogenerne aktiveres og måles. Den biologiske metode måler for alle stoffer, der kan binde sig til 
østrogenreceptoren. Det vil sige naturlige, syntetiske og xenoøstrogener. Igen måles der både den 
                                                 
24
 Anvendes om biologiske reaktioner og processer, som forløber i en laboratoriebeholder uden for organismen. 
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frie og totale koncentration. Den biologiske målemetode blev anvendt i alle de udtagne prøver, 
mens den kemiske kun anvendtes i udvalgte prøver. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 19, 32) 
Detektionsgrænsen for den kemiske målemetode ligger på 0,1 ng/l for hvert af stofferne, mens den 
hos YES-assay ligger mellem 0,3 og 0,7 ng E2-ækvivalenter25 per liter. (Stuer-Lauridsen et al., 
2005: 49) 
Østrogenernes procentvise bidrag til den østrogene aktivitet er i undersøgelsen beregnet ud fra 
konversionfaktorene 0,29 (E1) og 0,88 (EE2) (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 42), der ganges med 
den fundne koncentration af de respektive stoffer, for at få den samlede østrogene aktivitet i E2-
ækvivalens. (Kjølholt et al., 2006: 28) 
 
4.1 Testmetode  
Den biologiske testmetode, YES-assay bruges til biologisk bestemmelse af den østrogene aktivitet. 
Metoden har imidlertid været under kritik for sin egnethed til at give en fyldestgørende målinger af 
østrogen aktivitet. (Kinnberg, 2003) 
YES-testen er baseret på et stofs evne til at aktivere østrogenreceptoren. I assayet bruges gærceller, 
der ved hjælp af genmanipulering har fået indsat genet for den humane østrogenreceptor efterfulgt 
af genet for et enzym, β-galactosidase26, der katalyserer en simpel reaktion, som kvantificeres ved 
en farveudvikling. 
Prøven, der ønskes undersøgt, tilsættes gærceller. De østrogene stoffer i prøven vil binde sig til 
østrogenreceptoren, som aktiveres og starter ekspressionen af reportergenet og derved syntesen af 
enzymet. Enzymet katalyserer derefter en reaktion, der omdanner et gult substrat til et rødt produkt. 
Farveudviklingen er proportionel med mængden af østrogen aktivitet. (Kinnberg, 2003: 12) 
En lignende metode er YAS-assay, hvor der i stedet for gærceller benyttes humane cancerceller 
med østrogenresponselementer forbundet med et reportergen, der koder for enzymet luciferase.  
Fordelen ved at benytte YES-assayet frem for det humant baserede assay er, at pattedyrscellerne, 
der benyttes til det humant baserede assay, er vanskelige og dyrere at dyrke end gærcellerne. 
Derudover er de mere sårbare over for cytotoksiske effekter. Hvis YES-assayet sammenlignes med 
det humant baserede assay, ses klare forskelle i følsomheden mellem de to typer af assays, som 
afspejler sig i, at YAS kan detektere lavere koncentrationer af xenoøstrogener. Herudover er et 
problem med YES-assay´et, at den registrerer antiøstrogener som østrogener, hvilket selvfølgelig 
                                                 
25
 Den totale østrogene respons i en prøve sammenlignes med størrelsen af det respons E2 fremkalder og dette 
udtrykkes som østrogenækvivalenter. (Kinnberg, 2003:47) 
26
 Enzym der spalter disakkaridet laktose til galaktose og glukose. 
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kan være en fordel, hvis man vil måle alle stoffer, der kan interagere med receptoren. (Kinnberg, 
2003: 12) 
En anden ulempe ved YES-assayet er, at gærcellen er omgivet af en cellevæg, hvilket ikke er til 
stede i en animalsk celle. Derfor kan der i gærcellen være en aktiv transportmekanisme, der kan 
være forskellig fra den, der findes i animalske celler. Dette kan påvirke aktiviteten af nogle af 
testkomponenterne. (Kinnberg, 2003: 12, 18) 
Detektionsgrænsen for YES er 1-3 ng/l E2 og 0,1 ng/l E2 for YAS-assay. (Kinnberg, 2003: 48)  
 
Kinnberg (2003) konkluderer, at reportergenassays kan anvendes som det første trin i at identificere 
hvilke prøver fra miljøet, der besidder østrogen aktivitet. Men at assays ikke altid er pålidelige i 
deres forudsigelser for udfaldet in vivo, og de bør aldrig stå alene ved vurdering af potentielt 
skadelige østrogene effekter i det akvatiske miljø. (Kinnberg, 2003: 13) YES-assay tager ikke højde 
for biotilgængelighed, interaktion mellem biologiske systemer og komplekse processer som 
optagelse, binding til proteiner, transport og fordeling. Herudover er der østrogene effekter, der ikke 
er baseret på binding til østrogenreceptoren men for eksempel hormonsyntese og metabolisering, 
hvilket ikke detekteres i YES. Derfor bør YES-assay suppleres af et in vivo-assay som vitellogenin 
inducering (der tager højde for de komplekse processer, der foregår i hele dyret) for at vurdere de 
potentielle skadelige effekter på miljøet. (Kinnberg, 2003: 48) 
 
Kritikken understøttes også af Poul Bjerregaard professor på biologisk institut, Syddansk 
Universitet, der er medforfatter på Miljøstyrelsens projekt. Han skriver, ”at YES ikke kan stå alene 
uden effektundersøgelser” (Pers. komm. Poul Bjerregaard, 2006) Ydermere kan den østrogene 
aktivitet af EE2 undervurderes ved brug af YES-assay alene. I heldyrssystemer er EE2 den mest 
potente af de østrogene stoffer. (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006) Hvor den i YES-
assay er mindre potent end E2. (Pers. komm. Poul Bjerregaard, 2006) 
Miljøstyrelsen lod det ikke være op til forfatterne af rapporten selv at udvælge målemetoden til 
kortlægningen af østrogen aktivitet, men udpegede selv YES-assay som den metode, der skulle 
anvendes. Ikke alle forfatterne var enige i dette valg af testmetode. (Pers. komm. Henrik Rasmus 
Andersen, 2006) 
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4.2 Resultater  
I figur 4.1 herunder ses resultaterne fra alle de udførte feltundersøgelser. Det ses, at de anlæg, 
hvorfra der fandtes den største østrogene aktivitet i udløbet, var kategori C- og D-anlæg 
(henholdsvis MBK og MK) med enkelte værdier over 100 ng/l målt som E2-ækvivalenter. Dette 
billede var gældende for både de kemiske og biologiske tests. Men det var ikke kun fra de mere 
primitive anlæg, at der fandtes en østrogen aktivitet i udløbet. Også i kategori A-anlæg (MBNDK) 
og B-anlæg (MBNK) fandtes en østrogen aktivitet på et par ng/l med enkelte høje værdier (10-100 
ng/l). 25 % af prøverne fra kategori A-anlæg var under detektionsgrænsen, men de prøver var alle 
fra samme renseanlæg (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 57). De anlæg, der syntes at fjerne 
østrogenerne bedst, var lavteknologiske kategori E- og F-anlæg (rodzoneanlæg og biologisk 
sandfilter).   
Ud over den østrogene aktivitet i udløbet fra rensningsanlæggene undersøgtes også hvilken 
aktivitet, der var i den modtagende recipient. Det ses, at aktiviteten af østrogener faldt nedstrøms 
udløbet i den modtagende recipient, men at den stadig var til stede. Koncentrationer lå her mellem 
ca. 0,01 ng/l og 10 ng/l. 
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Figur 4.1: Resultaterne fra YES-assay og kemiske analyser af østrogen aktivitet i det danske ferskvandsmiljø (Stuer-
Lauridsen et al., 2005: 53).  
 
4.3 Indløb  
To anlæg fra hver kategori af renseanlæg (i alt 12 anlæg) blev udvalgt til mere grundige 
undersøgelser, herunder med udtagning af en prøve i indløbet til renseanlægget samt kemiske 
analyser af prøverne. I hovedparten af disse prøver lå østrogenaktiviteten i på 20-90 ng/l, men 
enkelte værdier var betydeligt højere. Middelværdierne lå mellem 14 ng/l (målt kemisk) og 94,4 
ng/l (målt biologisk) for de frie østrogener (se tabel 4.1 og 4.2). 
 
Kinnberg (2003) skriver, at den totale østrogene aktivitet (udtrykt som E2-ækvivalens) målt i 
urenset spildevand er 0,6-153 ng/l. (Kinnberg, 2003: 11) Dette stemmer pænt overens med de 
værdier Stuer-Lauridsen et al. (2005) fandt frem til. 
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Tabel 4.1: Gennemsnitlig og maksimal østrogen aktivitet fra henholdsvis den frie og totale mængde østrogen i indløbet 
til rensningsanlæg i kategorierne A-F. Målt med YES-assay og angivet i E2-ækvivalens i ng/l. N: Antallet af prøver delt 
op i værdier under detektionsgrænsen, over detektionsgrænsen og samlet antal prøver. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 56) 
Ved beregning af middelværdi er prøver under detektionsgrænsen ikke medtaget. 
 
 
Tabel 4.2: Gennemsnitlig og maksimal østrogen aktivitet fra henholdsvis den frie og totale mængde østrogen i indløbet 
til rensningsanlæg i kategorierne A-F. De tre individuelle østrogener målt kemisk og omregnet til E2-ækvivalens i ng/l. 
N: Antallet af prøver delt op i værdier under detektionsgrænsen, over detektionsgrænsen og samlet antal prøver. (Stuer-
Lauridsen et al., 2005: 56) 
 
Stuer-Lauridsen et al. (2005) fandt frem til, at mere end 90 % af østrogenerne var på fri form 
allerede i indløbet og hermed, at spaltningen af konjugaterne sandsynligvis finder sted tidligt i 
spildevandssystemet. E1 var det kvantitativt dominerende østrogen i spildevandet og står for 
omkring 60-70 % af den østrogene aktivitet, efterfulgt af E2, der udgjorde omkring 30-40 % af 
aktiviteten. EE2 forekom i 7 ud af 12 prøver, men kun i koncentrationer op til 3,8 ng/l. Stoffet 
udgjorde ca. 10 % af den samlede østrogene aktivitet, men stoffet er meget potent, så selvom det 
kun er tilstede i små mængder, kan det forårsage effekter på miljøet. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 
19, 57) 
 
Kritik 
Stoffernes potens er i undersøgelsen målt ud fra østrogen aktivitet i YES-assay. Der er fundet en 
højere konversionsfaktor end 0,88 for EE2 i litteraturen – på 1,2, hvor værdien også er bestemt ved 
YES-assay (Murk et al., 2002).  
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En anden metode at måle stoffernes potens på er effektstudier, hvor potensen af østrogenerne 
beregnes ud fra stoffernes feminiserende effekt på fisk. Her har EE2 vist sig som det mest potente af 
østrogenerne med den laveste effektkoncentration (LOEC) på 0,03 ng/l. Til sammenligning har E2 
en LOEC på 4 ng/l (Andersen, 2004: 28). Ud fra de resultater ses, at EE2 er 100 gange mere potent 
end E2, og derfor kan tildeles en konversionsfaktor på op til 100. Hvis Stuer-Lauridsen et al. (2005) 
havde anvendt en konversionsfaktor for EE2, der var op til 100 gange højere, ville prøver, der 
indeholder EE2, have fået en meget højere koncentration omregnet i E2-ækvivalenter. Hos 
zebrafisk er der fundet højere potens af EE2, hvor den østrogene potens af EE2 var 100 gange større 
end for E2 i forhold til østrogenreceptorbinding (Legler et al., 2001). Det vil sige, at potensen af 
stofferne er afhængig af hvilken testorganisme, der anvendes. Årsagen er, at der er forskel i 
organismers sensitivitet. 
 
4.4 Udløb  
Koncentrationerne af østrogene stoffer i udløbet fra kategori A- og B-renseanlæg var kun på nogle 
få ng/l (se tabel 4.3 og 4.4), og 25 % af prøverne i kategori A var under detektionsgrænsen. 
Sandfilter og rodzoneanlæg præsterede en god rensning, hvor kun 50 % af prøverne fra sandfilteret 
var over detektionsgrænsen.  
Omvendt var der i udløbet fra anlæg fra kategori C og D høje østrogenkoncentrationer. I ingen af de 
to kategorier var der prøver, der lå under 1 ng/l, og henholdsvis 50 og 33 % af prøverne var over 50 
ng/l. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 57-58)  
Denne type anlæg er ikke særligt udbredte (se afsnit 8), og problemerne med den type anlæg vil 
derfor være af tilsvarende udbredelse.  
I rapporten argumenteres dog for, at disse anlæg oftest leder ud til små vandløb og søer som ikke 
kan ”bære” det samme niveau af forurenende stoffer som store vandløb og søer. Dette betyder, at de 
små vandløb og søer lettere bliver belastede, og at den østrogene aktivitet hermed kan få en stor 
indflydelse på vandets kvalitet. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 35) 
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Tabel 4.3: Gennemsnitlig og maksimal østrogen aktivitet fra henholdsvis den frie og totale mængde østrogen i udløbet 
til rensningsanlæg i kategorierne A-F. Målt med YES-assay og angivet i E2-ækvivalens i ng/l. N: Antallet af prøver delt 
op i værdier under detektionsgrænsen, over detektionsgrænsen og samlet antal prøver. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 57) 
 
 
Tabel 4.4: Gennemsnitlig og maksimal østrogen aktivitet fra henholdsvis den frie og totale mængde østrogen i udløbet 
til rensningsanlæg i kategorierne A-F. De tre individuelle østrogener målt kemisk og omregnet til E2-ækvivalens i ng/l. 
N: Antallet af prøver delt op i værdier under detektionsgrænsen, over detektionsgrænsen og samlet antal prøver.  (Stuer-
Lauridsen et al., 2005: 58) 
 
 
Kritik 
Selvom koncentrationerne i prøverne fra kategori A generelt var lave, fandtes der, ved nærmere 
gennemgang af rådata nogle prøver med forholdsvis store koncentrationer (op til 10,5 ng/l, 14,2 ng/l 
og 30,4, ng/l) fra 3 forskellige anlæg (ud af i alt 10 anlæg fra kategori A). I rapporten påpeges disse 
fund ikke. Når der observeredes så store udsving i de mest avancerede renseanlæg, kan der rejses 
spørgsmål ved, at Miljøstyrelsen har valgt at udføre en kortlægning ved hjælp af stikprøver. 
 
4.5 Sammenligning af indløbs- og udløbskoncentrationer  
I udløbene fra kategori A- og B-renseanlæg fandt Stuer-Lauridsen et al. (2005), at østrogenniveauet 
i næsten alle tilfælde kun var nogle få ng/l og i enkelte tilfælde under detektionsgrænsen. I de 
teknologisk simple anlæg, rodzoneanlæg og biologisk sandfilter, fandt Stuer-Lauridsen et al. (2005) 
også en god udløbskvalitet. I de biologiske sandfiltre blev der ikke påvist østrogen aktivitet i næsten 
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halvdelen af prøverne. De mekaniske og mekanisk-biologiske anlæg (C- og D-anlæggene) havde 
den dårligste rensning for østrogenerne. Udløbsvandet fra disse anlæg indeholdt østrogener i høje 
nivauer med en maksimal koncentration på 167,5 ng/l (målt biologisk). 
90 % af alt dansk spildevand behandles i kategori A anlæg. (Miljøstyrelsen, 2005b: 12) 
 
Ifølge Stuer-Lauridsen et al. (2005) kunne indholdet i udløbsprøverne praktisk talt ikke skelnes fra 
indholdet i indløbsprøverne hos C- og D-anlæg (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 57), men ud fra 
tabellerne (4.1, 4.2, 4.3, 4.4) ses det tydeligt, at koncentrationen i udløbene fra C- og D-anlæg er 
væsentlig højere end i indløb.  
 
Kritik 
Den kemisk målte koncentration af den totale østrogenmængde i indløbet fra kategori C- og D-
anlæg var 23,7 ng/l i gennemsnitværdi, mens den i udløbet var 39,1 ng/l, hvilket svarer til en 
stigning på 65 %. Med den biologiske målemetode blev der målt værdier på total 46,4 ng/l i 
indløbet og i udløbet total 54,7 ng/l, der er en stigning på 17,9 %. Resultater fra indløb og udløb fra 
kategori C- og D-anlæg fremgår af tabel 4.5 og 4.6. Af tabellerne ses en tendens til, at den 
østrogene aktivitet stiger i udløbsprøverne i forhold til indløbsprøverne. De fundne 
maksimalværdier for østrogen aktivitet var mellem 2 og 7 gange højere i udløbene fra både kategori 
C- og D-anlæg, mens en stigning i både biologiske og kemiske gennemsnitværdier kun var synlig i 
udløbsprøver fra kategori C-anlæg. Der observeredes en reduktion af de frie østrogener målt kemisk 
hos kategori D-anlæggene.  
 
Tabel 4.5: Sammenfatning af måleresultater for østrogen aktivitet bestemt ved YES-assay angivet i E2-ækvivalenter i 
prøver fra indløb og udløb fra kategori C- og D-anlæg. (Efter Stuer-Lauridsen et al., 2005: 56-57) 
Kategori Indløb  Udløb 
 Fri gennemsnit Fri 
max.  
Total 
gennemsnit 
Total 
max. 
Fri gennemsnit Fri 
max. 
Total 
gennemsnit 
Total 
max. 
C 40,5 56,9 46,4 69,5 56,2 217,1 54,7 272,3 
D 23,8 32,8 18,9 22,3 22,7 167,5 25,2 136,2 
 
Tabel 4.6: Sammenfatning af kemiske analyseresultater for østrogen aktivitet angivet i E2-ækvivalenter i prøver fra 
indløb og udløb fra kategori C- og D-anlæg. (Efter Stuer-Lauridsen et al., 2005: 57-58) 
Kategori Indløb Udløb 
 Fri gennemsnit Fri 
max. 
Total 
gennemsnit 
Total 
max. 
Fri gennemsnit Fri 
max. 
Total 
gennemsnit 
Total 
max. 
C 22,2 30,9 23,7 34,7 29,5 71,3 39,1 77,9 
D 14,0 16,7 15,1 17,5 9,0 123,5 17,8 97,6 
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Det fremgår således ikke klart af resultaterne i Miljøstyrelsens kortlægning, at der ikke er en forskel 
i østrogen aktivitet i indløb og udløb fra kategori C- og D-anlæg, som rapporten ellers konkluderer. 
Vi observerer derimod en stor stigning i den østrogene aktivitet i udløbsprøverne og finder det 
påfaldende, at dette ikke påpeges i rapporten. Derudover mangler der en forklaring på, hvordan det 
kan lade sig gøre, at østrogenaktiviteten stiger undervejs i renseanlægget. Aktiviteten af de frie 
østrogener kan forklares med dekonjugering, men stigningen i den totale aktivitet må være et udtryk 
for usikkerheder med målemetoderne. 
Det skal bemærkes, at Miljøstyrelsen i forbindelse med udledning fra C- og D-anlæg påpeger, at der 
er et problem. 
 
4.6 Østrogen aktivitet i recipienter nedstrøms udløb fra renseanlæg  
Østrogenaktiviteten blev undersøgt i ferskvandsmiljøer (se figur 4.1) ved hjælp af YES-assay, og 
resultaterne viser, at den østrogene aktivitet i de vandløb og søer, der modtager spildevand, var 
meget lavere opstrøms rensningsanlægget end i udløbet (se tabel 4.7) med få prøver over 5 ng/l. Af 
de udtagne prøver opstrøms og nedstrøms spildevandsudløb var ca. 30 % under detektionsgrænsen 
med flest detektioner nedstrøms. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 37, 63-64) 
Den gennemsnitlige baggrundskoncentration i vandløb lå på 0,1 ng/l målt biologisk og 0,06 ng/l 
kemisk bestemt, og for søer var den 0,4 ng/l ved begge metoder. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 71) 
 
Tabel 4.7: Østrogen aktivitet op- og nedstrøms i vandløb og søer, hvori der udledes fra spildevandsanlæg. U: Opstrøms, 
E: Udløb, D1: Første prøve nedstrøms udløbet (10*bredden af vandløbet), D2: Anden prøve nedstrøms udløbet 
(100*bredden af vandløbet). (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 65) 
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Tabel 4.7 viser, at koncentrationen i udløbene varierede meget fra den laveste målte totale østrogene 
aktivitet på 0,4 ng/l fundet i udløb fra et kategori F-anlæg til den højeste på 136,2 ng/l fundet i 
udløbet fra et D-anlæg. Også inden for de samme typer af anlæg varierede koncentrationerne i 
udløbene meget.  
Efter første nedstrøms måling var den østrogene aktivitet faldet betragtelig til koncentrationer, der 
lå på 0,2 – 5,4 ng/l (frie østrogener). Ved den anden nedstrøms måling blev der kun foretaget 
enkelte målinger, og den højeste målte værdi på 1,7 ng/l. Koncentrationerne for begge nedstrøms 
målinger er generelt en smule højere end de fundne baggrundskoncentrationer. Ud fra tabel 4.7 ses 
det, at aktiviteten faldt kraftigt fra udløbet til recipienten nedstrøms rensningsanlægget. (Stuer-
Lauridsen et al., 2005: 64) 
 
4.7 Resultatbehandling  
I mere end 100 prøver af renset spildevand fra alle typer af rensningsanlæg kunne Stuer-Lauridsen 
et al. (2005) kun måle EE2 i koncentrationer større end 1 ng/l i seks prøver fra fem renseanlæg (af 
typerne C, D, E og F). Stoffet har dog en meget høj potens, og tegnede sig derfor i enkelte tilfælde 
for 50 % af den samlede østrogene aktivitet omregnet til E2-ækvivalenter. (Stuer-Lauridsen et al., 
2005: 57) 
 
Kritik 
I følge Henrik Rasmus Andersen, der har stået for opsætning af den kemiske analysemetode, blev 
der i undersøgelsen kasseret et meget lavt antal prøver. Det er ikke normalt, at der i en 
forsøgsopsætning er så mange prøver under detektionsgrænsen, og Henrik Rasmus Andersen 
mener, at flere prøver burde være blevet kasseret som følge af usikker behandling i laboratoriet. 
Han mener, at der burde være lavet flere bekræftende prøver, når så mange prøver er under 
detektionsgrænsen. (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006)  
 
4.8 Forsøgsdesign  
Ved mange anlæg er vurderingen af den østrogene aktivitet baseret på en enkelt prøve, udtaget 
inden for et tidsinterval på 2 timer. Selvom der sker en vis opblanding af spildevandet undervejs 
gennem renseanlægget, er der ofte variationer i sammensætningen af det rensede spildevand 
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henover døgnet, som gør det vanskeligt at drage endelige konklusioner på baggrund af sådanne 
stikprøver. 
Ifølge Plesner (2003) bør spildevandsprøverne udtages flowproportionalt, og der bør udtages flere 
prøver fra hvert anlæg. (Plesner, 2003) 
 
Koncentrationerne i tabel 4.8 er målt i udløbet fra Skævinge Centralrenseanlæg (Kategori A). 
Tallene illustrerer, hvordan koncentrationerne varierer. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 159) 
 
Tabel 4.8: Udløbskoncentrationer for Skævinge Centralrenseanlæg (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 159). 
Koncentration i udløb, målt i E2-ækvivalenter (ng/l) Kemisk Biologisk 
Fri <0,1 0,6 Vinter 
Total 0,6 2,2 
Fri 1,6 2,4 Forår 
Total 1,7 2,3 
Fri 15,5 30,4 Sommer 
Total 15,1 21,3 
Fri 4,6 8,3 Efterår 
Total 9,1 8,3 
 
I Miljøstyrelsens rapport kommenteres belastning af recipienter med østrogener fra overløbsvand 
ikke, på trods af at der i 2004 var over 15.000 overløbshændelser på anlæg over 30 PE. Fra 
Spildevandscenter Avedøre alene udledtes 82.000 m3 vand på denne måde urenset. Således kan 
overløbsvand bidrage til østrogen aktivitet i recipienterne.  
 
4.9 Miljøstyrelsens konklusioner  
Stuer-Lauridsen et al. (2005) bruger resultaterne præsenteret i tabel 4.9 nedenfor til at vise, om de 
fundne koncentrationer af østrogener, kan inducere vitellogeninproduktion hos hanfisk. 
 
Tabel 4.9: Effektkoncentrationer for østrogener (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 85). 
Stof Effekt koncentration 
Østron Vitellogenin induktion 
regnbueørred 
10 ng/l. 
17β-østradiol Vitellogenin induktion 
regnbueørred 
5 ng/l. 
17α-ethinyløstradiol Vitellogenin induktion 
regnbueørred 
0,1 ng/l. 
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Miljøstyrelsen konkluderer på baggrund af dette, at den koncentration af østrogener, der var til stede 
i udledningen fra kategori C- og D-anlæg, vil kunne forårsage feminisering af fisk. Udledningen fra 
A- og B-anlæg vil dog formodentlig ikke forårsage effekter. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 85) 
Der bliver ikke nævnt noget om eksponeringstiden i de data rapporten fremlægger. I rapporten 
påpeges, at koncentrationer fundet i udløb fra velfungerende renseanlæg sandsynligvis er under 
effektniveau, men at det ikke kan udelukkes, at langtidseffekter vil kunne forekomme i recipienten 
(Stuer-Lauridsen et al., 2005: 85). Det er blevet vist, at vitellogenin-syntesen induceret med 
spildevand ikke blot er dosis-afhængig, men også tidsafhængig, således, at den 
østrogenkoncentration, som kan inducere vitellogenin-syntese, falder med stigende eksponeringstid. 
(Christiansen & Plesner, 2001: 24) 
 
Rapporten konkluderer, at undersøgelsens resultater indikerer, at der generelt ikke er en udbredt 
forekomst af østrogen aktivitet i niveauer, der er påvist at kunne feminisere hanfisk i det akvatiske 
miljø. Dog var der målt østrogen aktivitet i alle typer af ferskvandsmiljøer i Danmark men typisk i 
koncentrationer under 1 ng/l. 
Herudover konkluderer Stuer-Lauridsen et al. (2005), at den østrogene aktivitet generelt var større 
nedstrøms udledning fra renseanlæg end opstrøms, og at den østrogene aktivitet længere nedstrøms 
i en afstand af 100* vandløbets bredde generelt ikke var mulig at detektere. Derfor konkluderer de, 
at den østrogene aktivitet fra rensningsanlæg er forsvundet i recipienten indenfor en relativt kort 
afstand fra udløbet. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 63-65) 
 
E1 og E2 bidrager ifølge Stuer-Lauridsen et al. (2005) med 80-100 % af den samlede østrogene 
aktivitet i renset spildevand. Det har på grund af statistiske usikkerheder ved den anvendte 
biologiske og kemiske metode ikke været muligt at afgøre i hvilken grad xeno-østrogener har 
bidraget til den observerede østrogene aktivitet.  
 
Afslutningsvis nævnes, at resultater opnået i YES-assay og ved kemiske analyser ikke nødvendigvis 
kan bruges til at forudsige effekten på fisk, fordi undersøgelser har vist, at samme målte østrogene 
aktivitet i YES enten kan inducere eller slet ikke påvirke produktion af vitellogenin. (Stuer-
Lauridsen et al., 2005: 92) 
 
Sammenfattende kritik 
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Der findes prøver fra A-anlæg med forholdsvis store koncentrationer (op til 10,5 ng/l, 14,2 ng/l og 
30,4 ng/l) fra 3 forskellige anlæg af i alt 10. I rapporten påpeges disse fund ikke, og det 
konkluderes, at der ikke er et problem med renset spildevand fra renseanlæg i kategori A.  
 
I udløb fra de avancerede anlæg lå middelværdien for udledningen af den østrogene aktivitet (frie 
østrogener) mellem 0,6 ng/l og 3,1 ng/l, mens den ved anlæggene i kategori C og D ligger mellem 9 
ng/l og 56,2 ng/l. Dermed er rensningen i C- og D-anlæg ringere, og der er større variation i 
kvaliteten af denne type rensning i forhold til østrogene stoffer. 
 
Vi mener ikke, at det kan afvises, at der også ved kategori A og B- anlæg kan ske en østrogeneffekt. 
Med den viden, der i dag er tilgængelig, er det ikke muligt at udelukke, om der kan opstå 
feminisering efter langtidseksponering ved langt lavere østrogenniveauer end de ovenstående, eller 
ved de niveauer som er fundet i vandløb og søer i denne undersøgelse.  
Som nævnt vil EE2, hvis stoffet er til stede, kunne forårsage effekter ved 0,1 ng/l, som alle de 
detekterede værdier overstiger. 
I undersøgelsen foretaget af Århus Amt i 2000 forekom ingen af de undersøgte stoffer i en sådan 
koncentration, at det på baggrund af andre undersøgelser kunne formodes, at stofferne ville medføre 
en østrogen effekt. Mediankoncentrationen for E1 i udløb var 1,2 ng/l, og for E2 og EE2 var 
målingerne de fleste steder under detektionsgrænsen. På trods af dette fandt de i flere vandløb fisk 
med østrogene effekter i form af feminisering og vakuolisering27 af testiklerne. (Christiansen & 
Plesner, 2001: 7, 21) 
 
For at kunne drage den konklusion som Stuer-Lauridsen et al.,(2005) gør, burde der være taget 
mange flere stikprøver eller flowproportionale prøver, både for at tage højde for variation men også 
for at kontrollere alle prøver under detektionsgrænsen.   
 
4.10 Kortlægningens anden del  
I anden del af Miljøstyrelsens kortlægning blev kvaliteten af vand og sediment i små vandløb, der 
modtager spildevand fra kategori C-anlæg undersøgt. (Kjølholt et al., 2006: 17) 
  
                                                 
27
 Sertolicellerne, som er støtte og ernærings celler for kønscellerne, er tomme i stedet for at indeholde sædceller. 
Østrogene stoffer i spildevand 
 49 
I princippet er det den udledte stofmængde, samt stoffets fordeling, omdannelse og nedbrydning i 
vandmiljøet, der er bestemmende for den miljømæssige koncentration i recipienten. Det er 
koncentrationen i omgivelserne, som den enkelte organisme reagerer på, og som lægges til grund 
ved vurderinger af risiko for effekter. (Tørslev et al., 2002: 45) Det er derfor vigtigt at kigge i alle 
de aktuelle kompartments, som stofferne kan befinde sig i, når det undersøges, om et farligt stof er 
udbredt i miljøet. De tre undersøgte østrogener har log Kow-værdier28 på henholdsvis 3,43 (E1), 3,94 
(E2) og 4,15 (EE2) (Andersen, 2004: 21), hvilket indikerer, at stofferne vil binde sig til sedimentet. 
I tabel 4.10 nedenfor ses resultaterne af kortlægningens anden del. 
 
Tabel 4.10: Aktiviteten af de frie østrogener ved udløbet, den modtagende recipient og i sedimentet. Målt i E2-
ækvivalens ng/l. Neg = under detektionsgrænsen. (Kjølholt et al., 2006: 27) 
 
Ud fra tabellen ses det tydeligt, at der befandt sig høje koncentrationer af østrogener i sedimentet, 
mens aktiviteten i udløbet og vandet i den modtagende recipient generelt er lavt. Der er fundet en 
enkelt høj koncentration i udløbet fra Tisted på 19,8 ng/l. (Kjølholt et al., 2006: 27) 
 
I den kemiske analyse af sedimentet, viste alle prøverne østrogen aktivitet på 30-1740 ng/l målt i E2 
ækvivalenter. Det høje niveau hænger godt sammen med det faktum, at de dekonjugerede 
steroidøstrogener har en høj lipofilitet, og at de derfor fordeler sig i sedimentet. (Kjølholt et al., 
2006: 29)  
Dette kan derfor også give anledning til forundring over, hvorfor målingerne på sedimentet er 
blevet undladt i første omgang, og hvorfor det derefter er valgt kun at kigge på sedimentet fra 
vandløb med udledning af spildevand fra kategori C og D anlæg, og ikke fra nogle af de mere 
effektive renseanlæg. 
                                                 
28
 Værdi for et stofs fordeling mellem vand og oktanol. 
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Sedimentlevende dyr vil således blive udsat for østrogene stoffer, hvilket kan give 
reproduktionsskader på snegle, og stofferne kan biomagnificeres i fødekæden. Desuden vil 
østrogene stoffer i sedimentet langsomt blive frigivet i vandet og udgøre en langvarig 
eksponeringsvej. Derfor mener vi, det er relevant at undersøge sediment i recipienter for alle typer 
anlæg. 
 
Med den biologiske metode (YES-assay) kunne Kjølholt et al. (2006) derimod kun detektere 
østrogen aktivitet i halvdelen af prøverne fra sediment. (Kjølholt et al., 2006: 29) Dette kan skyldes 
nogle af de usikkerheder, der er ved YES-assayet, og det er hermed svært at vurdere 
troværdigheden af de fundne resultater. Ydermere skal der tages højde for, at detektionsgrænsen for 
den biologiske målemetode er 100 ng/kg tørvægt (Kjølholt et al., 2006), og der kan således være en 
vis østrogen aktivitet, uden at det bliver registreret af YES-assay. 
 
Resultater fra undersøgelsen viser, at på trods af den lave aktivitet af østrogener i vandløbet frigives 
østrogener fra rensningsanlæggene, som på grund af deres høje lipofilitet (når de bliver 
dekonjugerede), vil sorberes til organisk materiale og bundfældes i sedimentet. (Kjølholt et al., 
2006: 39) 
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5 Spildevandscenter Avedøre 
I dette afsnit beskrives Spildevandscenter Avedøre (SA) og det tilhørende opland. Oplandet 
beskrives kort med hensyn til potentielle kilder til østrogene stoffer hos SA. Det forklares hvilke 
krav, der stilles til det rensede spildevand og hvilke tidligere undersøgelser, der er lavet på SA i 
forhold til østrogene stoffer.  
Beskrivelsen af SA bruges til at afgøre, om der er et indhold af østrogene stoffer i det rensede 
spildevand, således at SA dermed er brugbar som case for dette projekt.  
 
5.1 Præsentation  
Spildevandscenter Avedøre er beliggende på Avedøre Holme og har udledning af renset spildevand 
til Køge Bugt. SA blev oprettet i 1965, og er et fælleskommunalt rensningsanlæg, der er ejet af 10 
kommuner: Albertslund, Ballerup, Brøndby, Glostrup, Herlev, Hvidovre, Høje-Taastrup, Ishøj, 
Rødovre og Vallensbæk. På kortet nedenfor ses placeringen af SA ved Køge Bugt og de 10 
ejerkommuner. 
 
 
Figur 5.1: Spildevandscenter Avedøre, de 10 ejerkommuner og spildevandsrecipienten Køge Bugt.  Kortet viser 
Spildevandscenter Avedøres kloakeringsnet. (www.spildevandscenter.dk(c)) 
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SA modtager industri- og husholdningsspildevand svarende til 330.000 PE29. Omkring 75 % af 
spildevandet kommer fra husholdninger, mens resten kommer fra industri og erhverv. 
(Spildevandscenter Avedøre, 2004) Kloaknettet, der leder spildevand til SA, udgøres af ca. 2300 
km rørledning (www.spildevandscenter.dk(b)), og 85 % af kloaknettet er med separatkloakering, 
hvor regnvand og spildevand har hvert sit afløb (Pers. komm. Bo Neergaard Jacobsen, 2006). De to 
typer af kloakering er afmærket på figur 5.1 ovenfor. Ved separatkloakering føres regnvandet uden 
om renseanlægget og direkte ud i recipienten. Derved minimeres risikoen for overbelastning på 
renseanlægget ved kraftig nedbør. Regnvandet kan imidlertid godt indeholde forurenende stoffer 
(Lee, 2005).  
 
SA har i modsætning til de fleste danske renseanlæg en udviklingsafdeling. Dette betyder, at der 
løbende laves projekter, der undersøger videregående problemstillinger ud over, hvad der typisk 
undersøges på et renseanlæg i eksempelvis NOVANA30-programmet og i forhold til almindelig 
overholdelse af udlederkrav. Spildevandscenteret er repræsenteret i både Dansk Vand- og 
spildevandsforening (DANVA) og i International Water Association (IWA), der er henholdsvis den 
nationale og den internationale brancheforening for blandt andet rensningsanlæg. I disse foreninger 
udarbejdes projekter, der fokuserer på eksisterende problemområder i spildevandsrensningen og 
projekter, der skal afklare konsekvenserne af implementering af ny lovgivning på 
spildevandsområdet. En af arbejdsgrupperne i DANVA beskæftiger sig således med medicinrester 
og miljøfremmede stoffer i spildevand, herunder østrogene stoffer. Udviklingschef på SA, Bo 
Neergaard Jacobsen, er formand for denne arbejdsgruppe.  
 
5.2 Husholdningsspildevand  
Indholdet af østrogene stoffer i husholdningsspildevandet stammer hovedsageligt fra naturligt 
dannede østrogener i kroppen samt syntetiske østrogener fra p-piller. Af tabel 5.1 fremgår, at der i 
spildevandet også er et indhold af nonylphenolethoxylater, der typisk stammer fra vaskemidler og af 
diverse phtalater, der er plastblødgørere.  
De naturlige østrogener i husholdningsspildevandet er meget kraftige i forhold til de fleste 
østrogenlignende industrikemikalier (Kjølholt et al., 2003) (Se tabel 5.2).  
                                                 
29
 Den forureningsmængde som en person udskiller pr. døgn 
30
 NOVANA: Det Nationale program for Overvågning af Vandmiljøet og Naturen. Iværksat januar 2004 som en 
revideret udgave af det forhenværende NOVA 2003-overvågningsprogram. 
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Omkring 75 % af spildevandet der renses på SA er fra husholdninger. (Spildevandscenter Avedøre, 
2005a) 
 
5.3 Industrispildevand  
Spildevandscenteret har inddelt virksomhederne i de 10 ejerkommuner i kategorier efter 
spildevandsmængde og –type samt indholdsstoffer. De stoffer SA fokuserer på i inddelingen af 
virksomhederne er næringssalte, suspenderet materiale og chlorid. Der nævnes ikke noget om 
østrogene stoffer i virksomhedernes spildevand. (Spildevandscenter Avedøre, 2005b) 
I oplandet til SA er der mange virksomheder med tilslutningstilladelse til det offentlige kloaknet, og 
da det ikke vides nøjagtigt hvilke stoffer, der kan have en østrogenlignende effekt, er det ikke 
muligt at udelukke ret mange af virksomhederne. Det forventes dog, at der med en vis sikkerhed 
udledes østrogene stoffer fra Hvidovre og Glostrup Hospitaler samt Herlev Sygehus jf. Lentz 
(2005). Desuden findes i oplandet plastforarbejdere og –producenter. Af tabel 5.1 herunder fremgår 
det, at spildevand fra SA har et indhold af plastblødgørende phtalater samt af plastmaterialet 
bisphenol A. Der er også landbrugsarealer i oplandet, hvorfra der kan forekomme afstrømning af 
landbrugskemikalier og gylle, hvilket kan bidrage til mængden af østrogene stoffer i vandløbet 
(Stuer-Lauridsen et al., 2005: 17).  
I tabel 5.1 herunder ses det kemisk bestemte indhold af østrogene stoffer på SA. Der er både E1, E2 
og EE2 samt forskellige xeno-østrogener i spildevandet. For de naturlige østrogener og EE2 er 
reduktionsandelen fra indløb til udløb varierende. Det må formodes, at sådanne variationer fortsat 
forekommer, og at den indhentede spildevandsprøve kan indeholde østrogene stoffer i effektgivende 
koncentrationer.  
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Tabel 5.1: Det kemisk bestemte indhold af udvalgte østrogene stoffer i spildevand fra Spildevandscenter Avedøre fra 
NOVA 2003. (Kjølholt et al., 2003: 37) 
 
 
I tabel 5.2 herunder ses en opgørelse af det relative bidrag fra xenoøstrogener til den samlede 
østrogenaktivitet i spildevandet før rensning. Hos SA er bidraget 6-20 %, og det er således 
hovedsageligt østrogener fra husholdningsspildevand, der forårsager den østrogene aktivitet. 
Nonylphenolerne er ansvarlige for den østrogene aktivitet i industrispildevandet på SA. (Kjølholt et 
al., 2003). 
 
Tabel 5.2: Østrogen aktivitet af naturlige og syntetiske østrogener (E1, E2, EE2) og af udvalgte xenoøstrogener i 3 
prøver fra indløbet til Spildevandscenter Avedøre. (Andersen et al., 2004: 20) 
 
*   EEQ-E: summen af E1, E2 og EE2 
** EEQ-XE: summen af NPE, NP, OP, Bisphenol A, DEP, DBP, BBP, DEHP og DOP31. 
 
Opgørelsen i tabel 5.2 viser umiddelbart, at industrikemikaler bidrager til den samlede østrogene 
aktivitet i langt mindre grad (6-20 %) end de naturlige og syntetiske østrogener. Alligevel kan det 
ikke udelukkes, at industrikemikalierne har en betydning. Generelt er der ikke tilstrækkelig viden 
omkring de specifikke virkemekanismer af alle enkeltstofferne.  
 
                                                 
31
 NPE: Nonylphenolethoxylat, NP: Nonylphenol, OP: Octylphenol, DEP: Diethylphthalat, DBP: Dibutylphthalat, BBP: 
butylbenzylphthalat, DEHP: Diethylhexylphthalat, DOP: Dioctylphthalat. 
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5.4 Renseprocesser på Spildevandscenter Avedøre  
Anlægget er et MBNDK-anlæg, hvilket betyder, at spildevandet renses mekanisk, biologisk, med 
denitrifikation, med nitrifikation og med kemisk fældning. Med disse renseprocesser er rensningen 
på SA repræsentativ for spildevandsrensningen i Danmark, da 90 % af spildevandet renses i 
MBNDK-anlæg. 
 
Se afsnit 8 ”Rensning af spildevand for østrogene stoffer” for en gennemgang af renseprocesserne 
på et typisk dansk renseanlæg, og hvilken rolle hver proces spiller i fjernelsen af østrogene stoffer. 
Opholdstiden i luftningstankene på SA er ca. 1½ døgn, hvorefter vandet ledes til kemisk rensning. 
Her fjernes den største del af spildevandets indhold af fosfor ved at tilsætte et fældningsmiddel. 
Efter kemisk behandling føres vandet til en efterklaringstank, hvor slam og fældet fosfor 
bundfældes.  
 
Omkring 2 døgn efter vandet ledes til rensningsanlægget føres det via en 1,1 km lang rørledning ud 
i Køge Bugt på 6 meters dybde. Slamalderen32 på SA er ca. 20 døgn. (Pers. komm. Bo Neergaard 
Jacobsen, 2006)  
 
5.5 Kravoverholdelse  
På SA føres tilsynet af Københavns Amt, der fastsætter de vandkvalitetskrav, det skal være 
overholdt i de recipienter hvortil SA udleder. Spildevandet reguleres efter indhold af organisk stof 
(COD og BI5), kvælstof, fosfor og suspenderet stof (Se bilag ”Udledningstilladelse”). På SA er der 
en rensningsgrad for kvælstof, fosfor, BI5 og COD på >85 %. (Spildevandscenter Avedøre, 2005a: 
18) Dette fremgår af nedenstående tabel 5.3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
32
 Slamalderen angiver slammets gennemsnitsopholdstid i aktiv-slamtankene 
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Tabel 5.3: Rensegraden (%) på Spildevandscenter Avedøre fra 2004 for de parametre udledt spildevand reguleres efter i 
Danmark. 6) = Rensegraden er fjernet stofmængde (tilløb – udløb) divideret med tilløb. 7) = Resultaterne er opnået med 
flowproportionale døgnprøver. (Spildevandscenter Avedøre, 2005a: 18) 
  
 
 
I 2004 var kravene for disse stoffer overholdt. (Spildevandscenter Avedøre, 2004 og 2005) Der kan 
forekomme enkelte kortvarige overskridelser, eksempelvis hvis bakterierne i den biologiske 
rensning udsættes for et stof, der reducerer deres antal eller evne til at nedbryde stofferne i 
spildevandet. Tungmetaller kan have en sådan effekt. Det er sket et par gange i løbet af de seneste 
10 år for SA. I de tilfælde forsøges det at opspore kilden til det pågældende udslip, så tilsvarende 
hændelser kan undgås. (Pers. komm. Bo Neergaard Jacobsen, 2006)   
 
SA reguleres også i forhold til overløbsvandmængden. På trods af en høj andel af separatkloakering 
er netop overløb fra SA i forbindelse med kraftig nedbør et problem i forhold til overholdelse af de 
fastsatte krav fra Københavns Amt, eftersom overløbsvand er en blanding af sanitært spildevand og 
regnvand (Spildevandscenter Avedøre, 2004). I 2004 udgør overløbsvandmængden 2,6 % af den 
biologisk rensede vandmængde, hvilket svarer til 820.000 m2. I 2003 var overløbsmængden 1,6 % 
og stigningen skyldes ifølge SA’s grønne regnskaber en øget nedbørsmængde i 2004 
(Spildevandscenter Avedøre, 2005: 16). I udledningstilladelsen er kravet en maksimal 
overløbsudledning på 0,5 % af den rensede spildevandsmængde over 5 år. Dette krav er således 
ikke overholdt. (Spildevandscenter Avedøre, 2004: 10)  
 
I NOVA 2003 og NOVANA-programmet måles for tungmetaller i spildevandet, og der er generelt 
en overholdelse af de fastsatte krav. Der kan forekomme enkelte undtagelser som i 2001, hvor 
mængden af kobber på uforklarlig vis steg markant på trods af en nedadgående tendens i årene 
inden. Denne ændring skyldtes en enkelt virksomhed (Spildevandscenter Avedøre, 2005: 31).  
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Østrogene stoffer nævnes ikke i hverken virksomhedens grønne regnskaber eller i Københavns 
Amts udledningstilladelse. Kravene til organisk stof i det rensede spildevand skal overholdes og i 
denne blandede pulje af stoffer indgår de østrogene stoffer indirekte, men der stilles ikke krav til SA 
omkring østrogene stoffer. Men indholdet af xenoøstrogener måles i spildevandet hvert 3. år 
gennem NOVANA.  
 
Østrogene stoffer i spildevand fra Spildevandscenter Avedøre 
I en svensk undersøgelse af 20 rensningsanlæg påvistes den højeste fjernelsesgrad af østrogene 
stoffer i anlæg med både biologisk og kemisk rensning for organisk stof samt kvælstof og fosfor 
(Svenson et al., 2003). Fjernelsen af organiske stoffer, herunder østrogene stoffer, sker dels ved 
sorption til slammet og dels ved mikrobiel nedbrydning (Joss et al., 2004, Andersen, 2004). 
Fjernelsen afhænger også af den hydrologiske retentionstid33 og slamalderen, der skal være lange 
for at sikre en god rensning (Nygaard et al., 2004, Andersen, 2004, Christiansen et al., 2002).  
 
I NOVA 2003-undersøgelserne fra 2002 blev der målt indløbs- og udløbskoncentrationer for 3 
specifikke hormoner (Østron, 17β-østradiol og 17α-ethinyløstradiol) og 10 andre stoffer, der 
påvirker det endokrine system (NP, NPE, 1-2 EO34, OP, Bisphenol A samt 5 phtalater). Der blev 
gennemført 3 målinger; E1 blev fundet i koncentrationer fra 5-11 ng/l, E2 fra <1-4,5 ng/l og EE2 fra 
<1-5,2 ng/l (Se tabel 5.4 nedenfor). Det konkluderes, at de fundne værdier er i overensstemmelse 
med værdier fundet i tilsvarende undersøgelser i udlandet og herhjemme. (Jacobsen et al., 2002) 
Hvilket vil sige af SA repræsentativitet bekræftes. 
 
Tabel 5.4: Indhold af østron (E1), 17β-østradiol (E2) og 17α-ethinyløstradiol (EE2) i renset og urenset spildevand fra 
Spildevandscenter Avedøre (Avedøre STP). (Andersen et al., 2004: 20) 
 
 
5.6 Yderligere undersøgelser  
I 1997 blev der foretaget effektundersøgelser af spildevand fra Spildevandscenter Avedøre. 
Formålet med eksperimentet var at undersøge, om der i det rensede spildevand fandtes stoffer, der 
                                                 
33
 Opholdstid for spildevandet i rensningsanlægget 
34
 Nonylphenolethoxylat 
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kunne forårsage feminisering af hanfisk. Vitellogeninindholdet i blodet blev anvendt som indikator 
for østrogene effekter 
Hanfisk af arterne skrubbe Platichtys flesus, ål Anguilla anguilla og ørred Oncorhynchus mykiss 
blev eksponeret for spildevand i 60 og 80 % fortynding i 3 uger. Hos ørrederne og ålene fandt de 
ingen respons, men hos skrubberne sås en signifikant stigning i vitellogeninkoncentrationen i 
blodet. (Rasmussen et al., 2000) 
 
Sammenfatning 
I spildevandet fra SA findes østrogene stoffer. Både hormoner og xeno-østrogener er blevet påvist 
analysekemisk, og der er påvist østrogenaktivitet med YES-assay. Effektstudier har hidtil været 
gennemført med varierende resultater, og der kan således ikke siges noget entydigt om 
østrogenrelaterede effekter forårsaget af det rensede spildevand fra SA. At stofferne kan påvises og 
at der er påvist effekter på skrubber viser dog relevansen af at foretage yderligere effektstudier. 
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6 Reproduktionstest med eksponering af P. antipodarum for østrogene stoffer i 
spildevand  
I følgende afsnit beskrives forskellige aspekter af projektets eksperimentelle del. 
Først argumenteres for, at den valgte testmetode er i stand til at påvise eventuelle østrogenrelaterede 
effekter af renset spildevand fra Spildevandscenter Avedøre (SA).  
Herunder beskrives forsøgsorganismen, P. antipodarum, og der argumenteres for dens relevans i 
forhold til påvisning af østrogenrelaterede effekter.  
Herefter beskrives forsøgets udførsel og opstilling, hvorefter forsøgsresultaterne præsenteres og 
diskuteres. 
 
6.1 Testmetodens egnethed 
Vi vil igennem dette afsnit argumentere for, at den anvendte forsøgsmetode kan påvise 
reproduktionseffekter hos P. Antipodarum, der er forårsaget af de østrogene stoffer i spildevandet 
fra SA, og ikke er en effekt af toksisk stress fra det samlede spildevand. 
 
Spildevand er en kompleks blanding af mange kendte og ukendte stoffer. Udover de østrogene 
stoffer er der i spildevandet andre stoffer, der sandsynligvis er i stand til at udøve et toksisk stress 
på sneglene. 
 
I forsøg, hvor der undersøges en eventuel hæmning eller stimulering af reproduktionen i forhold til 
en kontrolgruppe, kan det være svært at afgøre, om det observerede respons er et resultat af en 
specifik hormonel effekt eller en generel toksisk effekt. 
Når dyr udsættes for toksisk stress kan de reagere ved at bruge de sidste kræfter på at reproducere 
sig selv, eller de kan reagere ved at koncentrere deres energi til at opretholde basisfunktioner og 
dermed stoppe reproduktionen. (Calow & Sibly, 1990) 
Reproduktionen reguleres hos P. antipodarum af steroidhormonerne, derfor er det sandsynligt, at en 
eksponering med østrogene stoffer kan forstyrre sneglens reproduktionsmønstre. 
 
De mange forskellige østrogene stoffer virker på forskellige måder, alt efter hvilket dyr, der bliver 
eksponeret, hvilket væv receptoren sidder i, og hvilken type receptor stoffet bindes til. Derfor er det 
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ikke muligt at give en præcis beskrivelse på molekylært plan af hvilke processer, der gør sig 
gældende når P. antipodarum eksponeres for østrogene stoffer. 
 
Spildevand fra Spildevandscenter Avedøre 
Fra Miljøstyrelsens undersøgelse i 2003 er der på Spildevandscenter Avedøre fundet følgende 
koncentrationer af østrogener, østron 5-11 ng/l, 17β- østradiol <1-4,5 ng/l og 17α-ethinyløstradiol 
<1-5,2 ng/l. Ved at sammenholde koncentrationerne fra SA med LOEC for vitellogenininducering 
hos regnbueørreder (tabel 6.1), er disse koncentrationer af stofferne hver for sig i stand til at 
fremkalde dette biologiske respons.  
 
Tabel 6.1: Koncentration af østrogene stoffer i spildevand fra Spildevandscenter Avedøre, samt fundne 
effektkoncentrationer. (<: under det specifikke stofs detektionsgrænse med den anvendte metode)  
 (1) Jacobsen et al., 2004, (2) NOVANA, 2005 
 
Stofnavn Koncentration LOEC/effekt 
Østron 11 ng/l (1) 
7 ng/l (1) 
5 ng/l (1) 
10-30 ng/l (Stuer-Lauridsen et al., 2005) 
3,3-50 ng/l (Andersen, 2004: 27) 
Vitellogenin-induktion, regnbueørred (Onchorynchus mykiss) 
17β-østradiol 4,5 ng/l (1) 
<1 ng/l (1) 
5 ng/l. vitellogenin-induktion, regnbueørred (Stuer-Lauridsen 
et al., 2005) 
17α-ethinyløstradiol 5,2 ng/l (1) 
1,2 ng/l (1) 
<1 ng/l (1) 
1 ng/l, 3 uger stimuleret embryonproduktion, P. antipodarum 
(Jobling et al, 2004)  
1-5 ng/l, feminisering af hanfisk fra forskellige arter. 
(Bjerregaard, 2005: 207) 
0,1 ng/l, vitellogenin-induktion, regnbueørred (Stuer-Lauridsen 
et al., 2005) 
0,03 ng/l, testis-ova japansk risfisk (Oryzias latipes) og  
1-4 ng/l, vitellogenin-induktion, regnbueørred (Andersen, 
2004: 27) 
Nonylphenol 0,21 µg/l(1) 
0,31 µg/l(1) 
<0,2 µg/l(1) 
<0,1 µg/l(2) 
1 µg/l, vitellogenin-induktion, 6-12 mdr. eksponering, 
regnbueørredyngel (Bjerregaard, 2005: 214) 
6,1-30 ng/l, vitellogenin-induktion, regnbueørred  
(Andersen, 2004) 
Octylphenol <0,1 µg/l(1) LOEC er 1µg/kg sediment 8 ugers eksponering, stimulering af 
embryonproduktion, P.  antipodarum (Duft et. al., 2003) 
5µg/l stimulering af embryonproduktion, snegl (P. 
antipodarum) (Jobling et al., 2004 ) 
Bisphenol A 1,4 µg/l(1) 
0,35 µg/l(1) 
0,14 µg/l (1) 
0,24 µg/l(2) 
0,33 µg/l(2) 
LOEC er 1µg/kg sediment efter 8 ugers eksponering, 
stimulering af embryonproduktion, snegl (P. antipodarum) 
(Duft et al., 2003) 
5 µg/l, stimulering af embryonproduktion, snegl (P. 
antipodarum.) (Jobling et al., 2004) 
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17α-ethinyløstradiol findes i en koncentration, der er stor nok til at stimulere embryonproduktionen 
hos vores testorganisme. Det samme gør sig gældende for bisphenol A. (Jobling et al., 2004) 
 
Den samlede mængde af østrogener er i stand til at virke additivt og kan sandsynligvis stimulere 
reproduktionen i vores forsøgsopstilling. 
 
Forsøgsorganisme P. antipodarum 
I Europa består populationer af P. antipodarum næsten kun af hunner, der reproducerer sig ved 
parthenogenese35 og ovovivipari36, hvilket vil sige at den føder levende unger (Kermack & Barnes, 
1988). Reproduktionen forløber over hele året, med naturlige fluktationer i antallet af embryoner i 
forhold til årstiden (Schmitt et al., 2005). 
Hos P. antipodarum styres reproduktionen af steroidhormonerne testosteron, progesteron og 17β-
østradiol (Oetken et al., 2004). 
Drægtighedsperiodens længde er betinget af omgivelserne. Eksempelvis forlænges perioden af 
stigende salinitet og faldende temperatur (NZ management, 2006: 45). 
Hos molluskerne er der lavet mange undersøgelser med androgener og intersex. Her er det den 
manglende syntese af østrogen ud fra testosteron, der forårsager effekterne (Bjerregaard, 2005: 
221). 
 
Argumenter fra litteraturen 
Jobling et al. udgav i 2004 en artikel med resultater af eksponeringsforsøg med P. antipodarum. 
Forfatterne til artiklen har tidligere udført eksponeringsforsøg med renset spildevand i forhold til 
effekter på reproduktionen hos P. antipodarum. Vi foretager vores forsøg ud fra deres erfaringer og 
udarbejdede protokol (Schmitt et al., 2005 (vedlagt i bilag ”SOP for Testing of Chemicals”) og 
Jobling et al., 2004). Jobling et al. (2004) undersøgte effekter forårsaget af eksponering med 
spildevand, det syntetiske østrogen 17α-ethinylestradiol (EE2) og xeno-østrogenerne bisphenol-A 
og 4-tert octylphenol. To forskellige dyregrupper blev eksponeret. Hos sneglen P.  antipodarum 
blev produktionen af embryoner undersøgt, og hos forskellige arter af fisk, regnbueørred og karpe 
(Cyprinus carpio) var produktion af vitellogenin37 den undersøgte biomarkør for eksponering for 
                                                 
35
 Udvikling af en ægcelle til et foster uden forudgående befrugtning med en hanlig kønscelle.  
36
 En form for formering, hvor ungen klækkes fra ægget inden i moderens krop.  
37
 Blommeprotein der hos hunfisk dannes i leveren efter stimulering af østrogen. Blommeproteinet bruges til produktion 
af æg. 
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østrogene stoffer. Testen blev udført for at få en bedre forståelse af, hvordan de østrogenlignede 
kemikalier forstyrrer fysiologiske funktioner, og som et forsøg på at udvikle en standardtest for 
disse kemikalier. (Jobling et al., 2004)  
 
Formålet med undersøgelsen er at udvikle en standardtest, hvor der kan benyttes snegle som 
forsøgsorganisme (Jobling et al., 2004). Sneglene er blevet valgt som forsøgsorganisme, fordi de 
indgår i rækken Mollusca38(Bløddyr), som er en af de få rækker af invertebrater, der bruger 
steroidhormoner som kønshormoner (Geraerts og Joosse, 1984 og Jobling et al., 2004). Derudover 
er det påvist, at xeno-østrogener (bisphenol A og 4-tert octylphenol) kan påvirke ægproduktionen 
hos to forgællesnegle (Prosobranchia) (Oehlmann et al., 2000 og Jobling et al., 2004).  
 
Det er tidligere blevet påvist, at forøgelse af vitellogeninproduktionen hos fisk kan forårsages af 
xeno-, syntetiske eller naturlige østrogener (Jobling et al., 2004).   
Under normale omstændigheder vil hannen producere en meget lille mængde vitellogenin, men hvis 
fisken får injiceret østrogen i blodbanen, kan der produceres en forhøjet vitellogeninmængde. Hvis 
et kemikalies østrogene virkning skal afprøves, kan det injiceres i hanfisken, og potensen af stoffet 
bestemmes ud fra mængden af produceret vitellogenin. (Bjerregaard, 2005: 212) Vitellogenin 
bruges som biomarkør39 for østrogene stoffer. Responsen er så specifik, at den ikke kan fremkaldes 
af stoffer, der ikke er østrogene, fordi de ikke kan bindes til østrogenreceptoren (Bjerregaard, 2005: 
212). 
 
Jobling et al. (2004) undersøgte både produktion af snegleembryoner og vitellogenin-produktion. 
Dette blev gjort for at verificere, at en eventuel forandring i produktion af embryoner kan skyldes 
de østrogene stoffer og ikke et andet kemikalie i spildevandet. Argumentet er, at hvis 
embryonproduktionen korrelerer med vitellogeninproduktionen, kan det være et udtryk for, at det er 
de samme stoffer, der binder til en østrogenreceptor og skaber forstyrrelser i reproduktionen. 
Hermed kan eventuelle reproduktionsforstyrrelser hos sneglene måske anvendes som biomarkør for 
østrogenrelaterede effekter. (Jobling et al., 2004) 
Derudover eksponeres sneglene for udvalgte østrogene kemikalier. Hvis disse forårsager samme 
effekter kan resultaterne understøtte hypotesen. Jobling et al. (2004) så et ens mønster i 
embryonproduktion efter eksponering for henholdsvis de enkelte østrogene kemikalier og 
                                                 
38
 Bløddyr; række af bilateralt symmetriske, usegmenteret hvirvelløse dyr, såsom snegle, muslinger, blæksprutter osv.  
39
 Et biokemisk eller fysiologisk parameter, der ændrer sig som følge af en eksponering for et potentielt toksisk stof 
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spildevandet, med en stimulering af embryonproduktionen ved de lave doser og en hæmmende 
effekt ved de højeste doser. Det totale antal af embryoner steg konstant over de ni uger 
eksponeringen varede (se figur 6.1), og vitellogeninproduktionen i fiskene steg i den samme 
tidsperiode. (Jobling et al., 2004) 
 
Figur 6.1: EE2’s stimulerende virkning på produktion af nye embryoner hos P. antipodarum. * : P<0,05,  
** : P<0,01, *** : P<0,001. (Jobling et al., 2004) 
 
Når sneglene eksponeres for de østrogene stoffer, bindes stofferne til østrogenreceptoren og 
fremkalder en respons. Præcist hvilket specifikt respons vides ikke, men responsen resulterer i en 
stimulering af embryonproduktionen ved lave koncentrationer, og en hæmning ved de højere. Når 
effekten af de rene østrogene stoffer korrelerer med effekten af spildevandet, antages det, at de 
østrogene stoffer i spildevandet kan forårsage disse effekter. (Jobling et al., 2004) 
 
Andre undersøgelser af P. antipodarums reproduktion 
Ved toksisk stress med cadmium hæmmes både reproduktion og størrelse af unger ved fødslen hos 
P. antipodarum. (Jensen et al., 2001) 
 
Hos sneglene Biomphalaria glabrata og B. Alexandrina, er der lavet undersøgelser, hvor voksne 
snegle inficeret med larven schistoma mansoni lagde flere æg, når de er inficeret. Herudover er der 
lavet undersøgelser med en juvenil snegl af arten B. glabrata, hvor inficeringen resulterede i 
hurtigere kønsmodning og flere æg. Den bagvedlæggende teori er, at sneglen, i den tid der går fra 
den inficeres til den bliver kastreret, kan økonomisere med sine ressourcer, hvilket kaldes 
frugtbarhedskompensation. Sneglene kan omfordele deres energi således, at der går mere energi til 
reproduktion, og den derfor lægger flere æg, eller de juvenile snegle bliver hurtigere kønsmodne. I 
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dette forsøg med inficering af P. antipodarum med trematodelarven40 (Microphallus sp.) der 
kastrerer sneglen, reagerer sneglen ikke på samme måde - inficering med parasitten resulterer ikke i, 
at sneglene føder flere unger. (Krist & Lively, 1998)  
 
Ydermere er der udført forsøg med to forskellige genotyper af P. antipodarum over en 
salinitetsgradient. Reproduktionen måles i antal unger født pr. uge. Påvirkningen var ikke stor, 
sneglene føder flere unger ved 5 og 10 promille i forhold til 0 og 15 promille, ved 15 promille er 
reproduktionen signifikant hæmmet. (Jensen et al., 2002) 
 
Duft et al. (2003) har lavet eksponeringsforsøg med P. antipodarum med bisphenol A og 
octylphenol, hvor der påvises en stigning i antallet af embryoner i en tids- og koncentrationsmæssig 
sammenhæng i forhold til kontrollen. Nye embryoner, der endnu ikke har fået en skal, er de mest 
sensitive. LOEC er 1 µg/kg sediment for hvert stof efter 8 ugers eksponering. EC10 for embryoner 
uden skal var 0,03 µg bisphenol A/kg sediment og 0,2 ng octylphenol/kg sediment. (Duft et al., 
2003) 
 
Forsøgsbetingelserne hos Duft et al. (2003) er identiske med vores, med den undtagelse, at sneglene 
går i sediment, og stofkoncentrationerne derfor er angivet i 1µg/kg sediment.  
 
Også androgener kan have en hæmmende effekt på reproduktionen hos P. antipodarum. En 
undersøgelse af TBT41, viste en hæmning ved lave koncentrationer; 0,98 µg/l TBT bestemt som 
tin/kg. (Duft et al., 2004) 
 
Med ovennævnte undersøgelser har vi repræsenteret forskellige stresspåvirkninger; toksisk stress 
med cadmium, fysisk/patologisk med en parasit, der steriliserer sneglen samt en undersøgelse af 
stresspåvirkning over en salinitetsgradient. Alle ovennævnte stressfaktorer har i undersøgelserne 
enten en hæmmende eller ingen påvirkning af reproduktionen. Undersøgelsernes endpoint er 
antallet af unger født på en uge. Derfor kan resultaterne ikke direkte overføres på vores 
eksperiment, hvor vi åbner sneglen og tæller antallet af embryoner. Vi mener dog, at vi kan bruge 
resultaterne til at udlede, hvordan sneglens reproduktion kan hæmmes eller stimuleres af 
stressfaktorer. Sidstnævnte undersøgelse (Duft et al., 2003) er lavet med tre kemikalier, som har en 
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påvist østrogen effekt, fordi alle stofferne kan inducere vitellogeninproduktion hos fisk (Andersen, 
2004: 26). Kemikalierne har en stimulerende effekt på reproduktionen, hvilket kommer til udtryk i 
en stigning i antallet af nye embryoner uden skal i forhold til de ældre med skal (Jobling et al., 
2004).  
Alle ovennævnte undersøgelser indikerer, at andre former for stress end østrogent stress hæmmer 
eller ingen indflydelse har på reproduktionen. 
 
I artiklen fra Jobling et al. (2004), som vi tager udgangspunkt i, observeres også en lignende 
stimulerende effekt på reproduktionen, både med det syntetiske østrogen 17α-ethinyløstradiol og 
med forskellige fortyndinger af spildevandet indeholdende østrogene stoffer. Vi mener derfor, at det 
er sandsynligt, at den stimulerede effekt Jobling et al. (2004) ser på sneglenes reproduktion efter 
eksponering med spildevandet, er udtryk for en østrogen påvirkning og ikke et generelt toksisk 
stress fra de mange forskellige kemikalier, der findes i spildevandet.  
 
Andre invertebrater 
Større krebsdyr (Crustacia) bruger østradiol og progesteron. Begge hormoner styrer modningen af 
ovarierne og ægproduktion. Forsøg med et mindre krebsdyr, Acartia tonsa, har vist, at 17α-
ethinyløstradiol og bisphenol A påvirker modning af ovarierne og ægproduktionen. Dette kommer 
til udtryk ved en stigende ægproduktion i starten af hunnernes kønsmodning (Kusk i Det Strategiske 
Miljøforskningsprogram, 2000: 14). Forsøget blev udført med en negativ kontrol i form af et ikke 
østrogent kemikalie. Den negative kontrol viste ingen påvirkning af ægproduktionen, og det 
konkluderes, at effekten skyldes en endokrin påvirkning og ikke et generelt toksisk stress (Kusk i 
Det Strategiske Miljøforskningsprogram, 2000: 14). 
 
Undersøgelse af østrogene effekter af spildevand fra Avedøre 
I 1997 blev der foretaget effektundersøgelser af spildevand fra Spildevandscenter Avedøre. 
Formålet med eksperimentet var at undersøge, om der i det rensede spildevand fandtes stoffer, der 
kunne forårsage feminisering af hanfisk med vitellogeninproduktion som endpoint. Hanfisk af 
arterne skrubbe (Platichthys flesus), ål (Anguilla anguilla) og regnbue ørred blev eksponeret for 
fortyndinger med 60 % og 80 % spildevand i 3 uger. Hos regnbue ørred og ål var der ingen respons, 
men hos skrubbe observeredes en signifikant stigning i vitellogeninkoncentrationen i blodet. 
(Rasmussen et al., 2000) 
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Altså er der i spildevandet fra Avedøre en koncentration af østrogener, der er stor nok til at kunne 
fremkalde et østrogent respons, hvilket også understøttes af de koncentrationer, der er fundet af 
naturlige og syntetiske østrogener i Jacobsen et al. (2002). 
 
Sammenfatning 
Igennem vores argumentation udfra koncentrationer i spildevandet og erfaringer fra andre 
undersøgelser fundet i litteraturen mener vi, at det er meget sandsynligt, at stimuleret 
embryonproduktion som endpoint hos P. antipodarum, er et mål for spildevandets indhold af 
østrogene stoffer. Men vi kan, med den nuværende viden der findes på området, ikke bevise, at det 
er en østrogen effekt. Spildevand er en kompleks blanding af kendte og ukendte stoffer, hvoraf 
nogle også kan have indflydelse på reproduktionen og måske uden at påvirke øtrogenreceptoren. 
Hvordan disse stoffer virker i samspil med de østrogene stoffer, ved vi ikke, og vi kan derfor ikke 
udelukke en eventuel påvirkning af reproduktionen fra andre stoffer. 
 
6.2 Forsøgsbeskrivelse  
I afsnittet beskrives, hvorledes det forsøg, vi har valgt at udføre, opstartes, opstilles og udføres. 
Herefter præsenteres, analyseres og diskuteres de i forsøget opnåede resultater. 
Forsøgsmetoden er udarbejdet af Schmitt et al. (2005), og er blandt andet blevet anvendt til at 
undersøge østrogene effekter af spildevand på sneglen P. Antipodarum’s reproduktion. (Jobling et 
al., 2004)  
 
Relevansen af P. antipodarum som forsøgsorganisme 
Af de få testmetoder, der findes til at kunne teste stoffer for hormonforstyrrende egenskaber, er der 
mangel på en standardiseret metode til at teste invertebraterne. Generelt er der begrænset viden om 
invertebraternes endokrine systems anatomi og fysiologi i forhold til vertebraternes endokrine 
system. Testmetoden kan bidrage til denne vidensopbygning. Samtidig er sneglen lille og nem at 
håndtere i laboratoriet, og det er let at optælle de producerede embryoner med simpelt udstyr, såsom 
stereolup, hvilket alle er fordele, hvis metoden eventuelt senere skal finde udbredt anvendelse som 
standardtest.   
 
De østrogene stoffer virker meget specifikt på en østrogenreceptor, men hvilken effekt bindingen 
fremkalder er afhængig af, hvorledes den påvirkede organismes endokrine system fungerer. 
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Invertebraterne er en vigtig del af økosystemet, derfor er det vigtigt, at de ikke bliver overset i valg 
af de testmetoder, der skal være fundament for reguleringen. Specielt fordi mange af de østrogene 
stoffer har en log Kow-værdi, der gør, at stofferne vil bindes til sedimentet, er det meget relevant at 
få udviklet en standardiseret test for sedimentlevende invertebrater. 
Som sedimentlevende invertebrat med stor global udbredelse er P.  antipodarum en relevant 
testorganisme. Ydermere er det påvist, at P.  antipodarum bruger steroidhormoner til at styre 
reproduktionen, der foregår parthenogenetisk og med en relativ kort drægtighedsperiode, således at 
det i laboratoriet er relativ simpelt at overvåge sneglens embryonproduktion.   
Østrogene stoffer forstyrrer virkningen af steroidhormoner og dermed reproduktionen. Derfor er det 
vigtigt med testsystemer, hvor reproduktionen kan overvåges inden for en overskuelig tidsramme. 
 
Opstart af forsøget 
Forsøget er udført i henhold til Jobling et al. (2004), samt en forsøgsprotokol (SOP, Standard Of 
Procedure) af Schmitt et al. (2005), udarbejdet på baggrund af Jobling et al.’s (2004) erfaringer. Vi 
har undervejs foretaget visse variationer i forhold til den udarbejdede SOP, primært på grund af 
tidsbegrænsning og for på den afsatte tid at opnå et bedre datagrundlag til efterfølgende statistisk 
behandling. Med hensyn til at afvige fra SOP’en har vi inden forsøgsstart rådført os hos Dr. Ulrike 
Schulte-Oehlmann, der er medforfatter til både Jobling et al., (2004) og SOP.  
 
Forsøgsorganismen, sneglen P. antipodarum, indhentes gennem Dr. Ulrike Schulte-Oehlmann. 
Straks efter ankomst stilles de til akklimatisering i et akvarium, hvor de står 3 uger, inden forsøget 
påbegyndes.  
I akklimatiseringsperioden går sneglene i saltvand fremstillet i laboratoriet (syntetisk vand), som 
består af 3 g Tropic Marin® sea salt og 1,8 g natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3) opløst i 10 liter 
milliQ-vand. Det syntetiske vand iltes i minimum 24 timer, før det anvendes, og i 
akklimatiseringsperioden skal følgende parametre opnås og holdes stabile, før det syntetiske vand 
kan anvendes. Parametrene måles tre gange ugentligt: 
Temperatur skal ligge ved 16±1˚C, pH skal ligge ved 8.0±0.5, oxygenkoncentration og -mætning 
skal ligge over henholdsvis 8 mg/l og 80 % samt ledningsevne, der skal ligge mellem 670 og 870 
µS/cm. (Schmitt et al., 2005: 2) Sneglene fodres tre gange ugentligt med 1mg knuste Tetraphyll® 
flager pr. 500 snegle.   
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Ifølge forsøgsprotokollen består det syntetiske vand kun af 1,5g Tropic Marin® sea salt og 0,9g 
natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3) opløst i 10 liter milliQ-vand. Det var ikke muligt for os at få 
parametrene til at stemme ved denne blanding, men efter konsultation med Dr. Ulrike Schulte-
Oehlmann, fandt vi frem til de i vores forsøg anvendte mængder af sea salt og NaCHO3. Kun ved få 
målinger undervejs i akklimatiseringsperioden konstateredes en marginal overskridelse af de 
opstillede parametre, så generelt levede sneglene under de rette forhold. 
 
I hele akklimatiserings- og forsøgsperioden var lys-mørke perioden 16/8 timer. 
 
Før forsøget påbegyndes blandes en stor mængde syntetisk vand, som stilles til iltning ved 16˚C, i 
et stort plastikkar. Herudover indhentes der spildevand fra SA. Spildevandet pumpes op fra 
anlæggets udløbsbassin, der er placeret umiddelbart inden udledning til Køge Bugt. Fra bassinet til 
udledning er der ingen yderligere rensning. Prøven tages over en uge og er flow-proportional, 
hvilket vil sige, at den mængde, der udtages, afhænger af den mængde, der på det givne tidspunkt 
løber igennem anlægget. Hver gang der er 300m3 spildevand i udløbsbassinet, pumpes der 0,24 liter 
til prøvedunken. En døgnprøve vil ca. indeholde 40 liter spildevand, og prøverne bliver opsamlet i 
25 liters plastikdunke. Spildevandet overføres og opbevares i et stort plastikkar ved 5˚C, for at 
mindske den biologiske omsætning af stofferne i spildevandet mest muligt. Karrene er lavet af 
polyethylen, således at der ikke overføres uønskede stoffer til vandet, som kan påvirke forsøgets 
resultater. Det syntetiske vand opbevares i et kar af samme type for at undgå at eventuel afsmitning 
af stoffer fra kar til spildevand som en fejlkilde. 
Når spildevandsprøven tages over en uge mener vi, at der tages forbehold for variationer i 
spildevandets indhold henover døgnet og ugen, og vi betragter prøven som repræsentativ for SA. 
Derudover er det også denne metode amterne bruger til prøvetagning.  
 
Følgende materialer blev anvendt ved forsøgets opstart: 
Akvarium af glas, termometer, pH-meter, iltmåler, konduktivitetsmåler,  
Tropic Marin® sea salt, natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3), milliQ-vand,  
Tetraphyll®, iltpumpe, 2 plastikkar af polyethylen på henholdsvis 130 og 300 liter. Herudover 
placeredes et antal sten i akvarierne som substrat og skjul for sneglene. 
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Opstilling og udførsel 
De indhentede snegle eksponeres for 4 forskellige fortyndinger med henholdsvis 0 % (kontrol), 33 
%, 66 % og 100 % spildevand (se tabel 6.2). Herudover medtages en positiv kontrol med 25 ng/l af 
p-pilleøstrogenet 17α-ethinylestradiol (EE2). I hver fortynding placeres 15 snegle og opstillingen 
replikeres 3 gange. Dette er i uoverensstemmelse med SOP, som anbefaler, at der placeres 20 snegle 
i hver fortynding og med 2 replikater. Antallet af replikater forøges for at opnå et godt datagrundlag 
til statistisk behandling, men samtidig mindskes antallet af snegle, da processen med at åbne 
sneglene og tælle antal embryoner er meget tidskrævende. 
Opstillingen rådføres med Dr. Ulrike Schulte-Oehlmann, som svarer, at 3 replikater med 15 snegle, 
er bedre end 2 replikater med 20 snegle. I alt anvendes 45 glas med 15 snegle pr. glas (Se tabel 6.2 
nedenfor) 
 
Forsøget opstilles således, at der kan tælles embryoner efter 14, 28 og 42 dages eksponering (se 
tabel.6.2). Dette afviger igen fra Schmitt et al. (2005), der anbefaler, at der tælles snegle efter 14, 28 
og 56 dages eksponering. Det vælges at optælle embryoner efter 42 dage i stedet for 56 på grund af 
projektets korte tidsramme.  
 
Tabel 6.2: Forsøgsdesign og antal replikater. Hvert replikat indeholder 15 snegle. 
 14 dage 28 dage 42 dage 
Kontrol 3 3 3 
33 % spildevand 3 3 3 
66 % spildevand 3 3 3 
100 % spildevand 3 3 3 
Positiv kontrol/EE2 3 3 3 
 
Der opstilles ni afvaskede sylteglas med hver af de tre fortyndinger med spildevand (henholdsvis 33 
%, 66 % og 100 %), ni glas med rent syntetisk vand (kontrol) og ni glas med syntetisk vand tilsat 25 
ng/l EE2 (positiv kontrol) (se figur 6.2). Der tilsættes 0,5 liter opløsning til hvert glas. 
Spildevandsfortynding laves med det syntetiske vand. EE2 opløses i dimethylsulfoxid (DMSO) 
inden opblanding i syntetisk vand for at sikre en tilstrækkelig opblanding af det hydrofobe EE2 i 
vandet. 
Østrogene stoffer i spildevand 
 70 
 
Figur 6.2: Forsøgsopstilling. Glassene er opstillet, således at replikater ikke står sammen. På den måde undgås det, at 
replikater af samme prøve udsættes for eventuelle lokale variationer i lys og temperatur. 
 
I hvert glas placeres 15 snegle, der alle måles inden de placeres i glasset. Schmitt et al. (2005) 
anbefaler, at højden ligger mellem 3,7 og 4,3 mm. Dette var imidlertid ikke muligt for os at 
overholde, på grund af et begrænset antal snegle, men alle snegle var ca. 
3,5-5,0 mm. 
 
Under forsøget fodres sneglene fortsat 3 gange ugentligt i forbindelse med skiftning af vandet, som 
også foregår 3 gange ugentligt.   
 
Efter 14 dage udtages tre glas fra hver fortynding, i alt 15 glas, hvor antal embryoner i hver snegl 
tælles. Først bedøves sneglene ved at placere dem i en opløsning af magnesiumkloridhexahydrat, 
MgCl2 · 6H2O (2,5 %), i ca. 2 timer. Herefter fjernes skallen ved hjælp af en pincet. Rugeposen på 
sneglen åbnes forsigtigt med en dissektionsnål og embryoner med og uden skal tælles under 
stereolup. Forskellen på embryoner med skal og uden skal fremgår af figur 6.4. 
Antal embryoner uden skal divideres med antallet af embryoner med skal for at få en ratio. 
Forholdet mellem embryonerne afspejler en forandring i produktiviteten under forsøgsperioden, 
fordi embryoner uden skal er yngst, og derfor forventet dannet i løbet af eksponeringsperioden. 
Desuden registreres antal snegle uden embryoner og antal døde snegle (Se figur 6.2 og 6.3). ”Død” 
defineres ved et tomt sneglehus eller ved få tilbageværende vævsrester i sneglehuset. Dette gentages 
efter 28 og 42 dage. 
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Figur 6.3: P. antipodarum uden skal. Ag = æggehvidekirtel (albumen gland), bp = rugepose (brood pouch), dg = 
fordøjelseskirtel (digestive gland), em = embryoner, fo = kønsåbning (female opening) (vagina), me = kappe, det 
epidermale lag, som ligger umiddelbart under skallen (mantle edge), op = en form for låg, der blandt andet beskytter 
sneglen mod udtørring (operculum), ov = æggestokken (ovary), sn = snude (snout), st = mave (stomach). (Schmitt et al., 
2005: 21) 
 
 
Figur 6.4: P. antipodarum. I midten ses to embryoner med skal og i højre og venstre side ses to embryoner uden skal. 
(Schmitt et al., 2005: 22) 
 
For at resultater fra testen kan valideres må dødeligheden i kontrolglassene ikke overstige 20 %. 
 
Følgende materialer anvendes under forsøgets udførsel: 
Akvarium af glas, termometer, pH-meter, iltmåler, konduktivitetsmåler 
Tropic Marin® sea salt, natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3), milliQ-vand,  
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Tetraphyll®, 17α-ethinylestradiol, DMSO, magnesiumkloridhexahydrat (2,5 %), spildevand fra SA, 
iltpumpe, 2 plastikkar af polyethylen på henholdsvis 130 og 300 liter, 45 syltetøjsglas, 
dissektionspincetter og –nåle samt stereolup. 
 
Statistik 
Ifølge Schmitt et al. (2005) skal data analyseres ved enten at benytte en regressionsmodel for at 
finde en EC10- eller EC50-værdi42, eller ved at teste en statistisk hypotese for at bestemme NOEC- 
og LOEC-værdier. Vi har ikke beregnet EC-, NOEC- eller LOEC-værdier. I stedet har vi til den 
statistiske behandling anvendt en non-parametrisk t-test, da betingelserne for at anvende 2-faktor 
ANOVA-test ikke kunne opfyldes af data – data var normalfordelte, men varianserne var ikke ens. 
 
6.2.1 Resultatbehandling  
I alt indeholder de opnåede resultater data fra 661 snegle fordelt på 45 glas. Heraf blev 63 snegle 
registreret som døde på analysetidspunktet. Overordnet blev forsøget gennemført med en acceptabel 
dødelighed pr. glas blandt forsøgsorganismerne (<20 %), hvilket svarer til 3 individer, da der typisk 
er analyseret 15 individer i hvert glas. I en enkelt kontrol døde 4 individer (≈27 %) og i 2 positive 
kontroller døde henholdsvis 5 og 7 individer ud af 15 (henholdsvis 33 % og ≈47 %).  
 
Antal embryoner afhængig af eksponeringstid 
Over forsøgsperioden stiger antallet af embryoner i sneglene. Dette ses i figur 6.5, der illustrerer det 
samlede gennemsnitlige antal embryoner ved hver koncentration til de 3 forskellige 
prøvetagningstider: 14, 28 og 42 dage.  
Af samme figur fremgår det, at der ved alle prøvetagningstider produceres flest embryoner ved 
eksponering for 66 % og 100 % (for 100 % er der en undtagelse ved 14 dage) spildevand. 
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Figur 6.5: Det gennemsnitlige antal embryoner i kontrol-, spildevands- og EE2-prøver til hvert af de tre 
prøvetagningstidspunkter i hver prøve med 15 snegle. Resultater er præsenteret med standardafvigelser beregnet på 
baggrund af 3 replikater.  
 
Antallet af embryoner i snegle i kontrolprøverne forblev stabil gennem hele forsøgsperioden, mens 
der for spildevandseksponerede og EE2-eksponerede snegle er en tendens til et stigende antal 
embryoner jo længere eksponeringen varer. Der er en signifikant stigning i antallet af embryoner fra 
14 til 28 dage ved koncentrationen 66 % (P<0,05). I 100 % spildevand var der en signifikant 
stigning i antallet af embryoner både efter 28 (P<0,01) og 42 (P<0,05) dages eksponering. I den 
positive kontrol, EE2, sker der en lille stigning i antallet af embryoner efter 42 dage, men der er en 
stor standardafvigelse på denne søjle, hvorfor der ikke ses signifikans. 
 
Antal embryoner afhængig af koncentration 
Efter 14 dages eksponering er der ikke betydelig forskel på antallet af embryoner i henholdsvis 
kontrolvand, spildevandsfortyndinger og EE2. Ved måling efter 28 dage sker der en stigning i 
antallet af embryoner i 66 % og 100 % spildevand i forhold til de resterende 3 
eksponeringsfortyndinger. Stigningen er signifikant for både 66 % spildevand (P<0,05) og 100 % 
spildevand (P<0,01). Efter 42 dage er denne stigning stadig synlig, men kun på grænsen til 
signifikans (0,05<P<0,06). Sammenlignes det gennemsnitlige antal embryoner i kontrolprøverne 
med antal embryoner i 66 % og 100 % spildevand efter 42 dage, er der dog en indbyrdes forskel på 
henholdsvis faktor 4 og faktor 6. Der er altså, som det også fremgår af figuren, betydeligt flere 
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embryoner i fortyndinger med 66 % og 100 % spildevand, men ingen statistisk signifikans grundet 
de store standardafvigelser.  
 
Antal embryoner med og uden skal afhængig af eksponeringstiden 
Det relative antal embryoner uden skal i forhold til embryoner med skal er illustreret på følgende 
figur 6.6 Det fremgår af figuren, at ratioen til hver prøvetagningsdag har været størst ved prøver 
med 66 % spildevand. Især for kontrolprøverne ses en stigning i ratioen efter 42 dage og 
kontrolprøverne er på signifikansgrænsen ved sammenligning af ratio for både 14 og 28 dages 
eksponering med ratioen efter 42 dages eksponering (0,06<P<0,08). 
 
Antal embryoner med og uden skal afhængig af koncentration 
Efter 14 dage var der en lav ratio i kontrolprøverne, i 100 % spildevand samt i prøver med EE2. 
Prøven med 66 % spildevand er signifikant forskellig (P<0,05) fra kontrolprøven. Efter 28 dage er 
en stigning i ratio ved 100 % spildevand, mens ratioen for 33 % spildevand er faldet og ratioerne for 
kontrolprøver og EE2 fortsat er lave. Der er fortsat en signifikant forskel (P<0,05) mellem prøven 
med 66 % spildevand og kontrolprøven.  
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Figur 6.6: Gennemsnitlig ratio af ”Antal embryoner uden skal/Antal embryoner med skal” for kontrol-, spildevands- og 
EE2-prøver til hvert af de 3 prøvetagningstidspunkter. Resultater er præsenteret med standardafvigelser. 
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Efter 42 dage er der højest ratio ved 66 %, derefter følger kontrolprøverne og 33 % spildevand. Ved 
42 dage er der ingen statistisk signifikant forskel mellem de forskellige eksponeringsopløsninger på 
grund af de høje standardafvigelser. 
6.3 Analyse  
Af figur 6.5 ses en tendens til et stigende antal embryoner, hvilket kan skyldes, at stoffer i 
spildevandet stimulerer embryonproduktionen. Den mest markante stigning i antallet af embryoner 
sker i 100 % spildevand, men også de to mindste spildevandsfortyndinger er der markant stigning. 
Hvis de enkelte dage betragtes, er der en dosis-respons afhængig stigning i antallet af embryoner 
ved 14 og 42 dage  
 
Tendensen til et stigende samlet antal embryoner igennem forsøgsperioden kan også skyldes en 
gradvis akklimatisering til laboratorieforholdene. Hvis dette er tilfældet skulle vi have ladet 
sneglene akklimatisere sig i ca. 10 uger i laboratoriet inden forsøgsstart. Fordi det først er efter 4 
ugers akklimatisering og 6 ugers forsøg sneglene udviser en normal reproduktionsrate. 
Hvis den 3 ugers akklimatiseringsperiode anvendt i dette forsøg ikke er tilstrækkelig, kan det 
muligvis komme til udtryk i en hæmmet reproduktion, hvilket kan forklare det lave antal embryoner 
efter især 14 dage, men også efter 28 dage sammenlignet med efter 42 dages eksponering. På den 
anden side er antallet af embryoner i kontrolprøverne stabilt igennem forsøgsperioden, hvilket 
kunne indikere at stigningen i antallet af snegle i prøver med spildevand ikke skyldes en gradvis 
akklimatisering. 
Mangel på sediment i opbevaringsakvariet og i forsøgsopstillingen kan være en yderligere 
stressfaktor. Sneglenes naturlige habitat er på sediment, hvor de rasper føde af planter, sten og 
sediment (Schmitt et al., 2005). Forsøgsvejledningen (Schmitt et al., 2005) udelader sediment i 
både opbevaringsakvarium og forsøgsopstilling, og derfor mener vi at have taget højde for den 
stressfaktor i vores opstilling. De forskellige stressfaktorer kan have hæmmet reproduktionen på 
trods af tilstedeværelse af reproduktionsstimulerende stoffer i spildevandet og den positive kontrol. 
Forskellige typer af stress kan forårsage en hæmmet reproduktion. Eksempler på stressfaktorer er 
parasitter (Krist & Lively, 1998), cadmium (Jensen et al., 2001) og TBT (Duft et al., 2004). Der 
findes stoffer i spildevandet, der sandsynligvis kan stresse sneglene og påvirke reproduktionen. 
Inden ankomst havde sneglene en reproduktionsrate på 11,8, hvilket ikke burde ændre sig for 
sneglene i vores kontrolprøver. Reproduktionsraten i vores kontrolprøver er omkring 1-2, hvilket 
må tolkes som et udtryk for, at sneglene ikke har optimale betingelser. 
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På trods af ovenstående faktorer har alle sneglene i forsøgsperioden har haft samme betingelser, og 
derfor vurderer vi, at spildevandet har en stimulerende effekt på embryonproduktionen. 
 
Den positive kontrol med EE2 er inkluderet i forsøget for at verificere, at forsøgsmetoden er følsom 
overfor østrogene stoffer. I Jobling et al. (2004) observeres en signifikant stigning i antallet af nye 
embryoner efter eksponering med EE2. I vores forsøg er der ingen stigning i prøver med EE2 i 
forhold til kontrolprøver. Antallet af døde snegle var bemærkelsesværdigt højt. Dødeligheden 
oversteg 20 % i 3 af 9 EE2-prøver, og i det samlede forsøg oversteg i alt kun 5 prøver 20 % 
dødelighed. Den høje dødelighed svækker datamaterialet, hvilket muligvis kan være en del af 
årsagen til de uklare tendenser i prøver med EE2.  
 
For ratioen ses ingen signifikante ændringer, hverken for tid eller koncentration. Dette er i 
modsætning til Jobling et al. (2004), der finder signifikans allerede efter 7 dage i 100 % renset 
spildevand. 
 
Det forventes, at stimuleret reproduktion vil afspejles i en stigende ratio. Kun i kontrolprøverne og 
66 % spildevand er ratioen stigende fra start til slut. Især i 66 % spildevand skyldes den høje ratio 
ved 42 dage en enkelt prøve. Her sås en ratio på 12.  
Generelt må det vurderes, at resultaterne fra ratioerne ikke kan anvendes til at fastlægge en klar 
tendens mod hverken hæmmet eller stimuleret reproduktion. 
Stigningen i kontrolprøverne kan ikke forklares ud fra hypotesen om østrogeners stimulering af 
sneglenes reproduktion, men måske hvis det samlede indhold af spildevandet tages i betragtning. 
Spildevandet er en kompleks blanding af stoffer, og det er muligt, at også nogle af disse påvirker 
reproduktionen. Sneglenes reproduktion fluktuerer naturligt over året med naturligt maksimum og 
minimum (Duft et al., 2003). Det forøgede antal nye embryoner i kontrollen efter 42 dage kan være 
et udtryk for denne naturlige variation.  
 
6.3.1 Konklusion  
Undervejs i forsøgsperioden stiger det samlede antal embryoner, og der er en signifikant stigning 
fra 14 til 28 dage for de to kraftigste spildevandsfortyndinger på 66 % og 100 %. Denne stigning 
kan sandsynligvis skyldes, at stofferne i spildevandet har en stimulerende effekt på reproduktionen. 
Ud fra viden om østrogene stoffers effekt på P. antipodarum sammenholdt med viden om 
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spildevandets indhold af østrogene stoffer, finder vi det sandsynligt, at den observerede stigning i 
antallet af embryoner kan være en effekt forårsaget af de østrogene stoffer i spildevandet.  
Stigningen igennem forsøgsperioden kan muligvis også skyldes en gradvis akklimatisering af 
sneglene, men der er ingen eller højest en meget svag tendens til et stigende antal embryoner i 
kontrolprøverne henover forsøgsperioden, hvilket taler imod en gradvis akklimatisering. 
  
6.3.2 Overvejelser og fejlkilder  
Ved vandskifte, som sker 3 gange ugentligt, har en stor mængde fødte snegleunger været synlige. 
Antallet af disse er ikke blevet registreret. Ved optælling af unger i vandet inden vandskifte, kunne 
datamaterialet for det samlede antal embryoner måske i højere grad repræsentere det faktiske antal 
embryoner sneglene producerer. Mange snegle er ved analysen blevet registreret som levende, men 
uden embryoner.  
 
Analyse og registrering af antal embryoner er foretaget af 4 forskellige personer. Da vi alle benytter 
metoden for første gang under dette projekt, er det muligt, at individuelle forskelle i vurderingen af 
embryoner med eller uden skal kan give en fejl i beregningen af ratio mellem embryoner uden og 
med skal. Ydermere kan der være på grund af manglende erfaring med forsøgsmetoden være 
individuelle forskelle i vurdering af antallet af embryoner i de analyserede snegle.  
 
Flowproportionale spildevandsprøver kan være problematiske i forhold til konservering af indholdet 
af østrogene stoffer. Der er risiko for, at der er sket en nedbrydning af stofferne, når prøven 
afhentes. (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006) Spildevandsprøverne til forsøget er 
indsamlet og opbevaret ved en lufttemperatur fra 0-5˚C, hvilket nedsætter nedbrydningshastigheden 
for bakterierne i vandet. Under hele den 6 ugers forsøgsperiode er spildevand fra samme 
spildevandsprøve blevet anvendt. Fra den blev udtaget til sidste anvendelse er der gået ca. 8 uger. 
Det kan ikke udelukkes, at en del af stofferne, der skulle vise en effekt, er blevet nedbrudt inden 
forsøgsstart. Løbende kemiske målinger på indholdsstoffer eller anvendelse af spildevandsprøver 
udtaget løbende kunne være måder at tage højde for denne nedbrydning på. 
 
De anvendte snegle er blevet sendt fra Tyskland, og fra modtagelsen til forsøgsstart var der en 3 
ugers akklimatiseringsperiode. I denne periode fordelte størstedelen af sneglene sig i klumper langs 
kanten og i akvariets hjørner. Denne adfærd er ifølge forsøgsvejledningen (Schmitt et al., 2005) et 
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tegn på mistrivsel, stress eller sygdom. Under normale omstændigheder anbefales det derfor at 
bortskaffe snegle med denne adfærd fra populationen. Ved nærmere undersøgelse af sneglene 
konstaterede vi, at både aktive snegle og snegle, der samledes i klumper, var i live og producerede 
afkom. På grund af tidspres kunne friske snegle ikke hjemhentes fra Tyskland og akklimatiseres tids 
nok, og vi valgte at gennemføre undersøgelsen med de snegle, vi allerede havde. 
 
Ved modtagelsen fra Tyskland havde de anvendte snegle en vækst af alger på sneglehuset. 
Algevæksten var stigende for snegle eksponeret for alle spildevandsfortyndinger igennem 
forsøgsperioden. Ifølge Dr. Schulte-Oehlmann kan sneglene godt anvendes i forsøget trods 
algevæksten. Snegle med alger producerede inden forsendelsen et gennemsnitligt antal embryoner 
på 11,8, hvilket ikke adskilte fra embryonproduktionen i snegle uden algevækst og er en god 
reproduktionsrate for vintersæsonen. 
I akklimatiseringsperioden udførtes 2 stikprøver, der skulle afklare om de adfærdsmæssige tegn på 
dårlig trivsel udmøntede sig i sneglenes reproduktion. Der indsamledes snegle med tegn på 
mistrivsel som beskrevet oven for og antallet af embryoner blev optalt. Ved disse stikprøver var alle 
undersøgte snegle levende og med et normalt antal embryoner. 
 
Med hensyn til resultaterne fra den positive kontrol er der kun nogle meget svage tendenser. Dette 
kan tolkes som udtryk for, at der er sket en fejl i beregningen af opløsningen med EE2 og DMSO, 
således at koncentrationen ikke har givet en synlig effekt.  
 
Efter 42 dage var algerne neongrønne på sneglene i glassene med EE2, i forhold til de andre 
eksponeringstyper, hvor algerne var mere mørkegrønne og ikke havde ændret farve i 
forsøgsperioden.  
 
For at øge validiteten af forsøgsresultaterne, anbefales yderligere undersøgelser - med samme 
metode - af spildevandet fra SA. 
 
6.3.3 Metodens anvendelighed som standardmetode  
Det største usikkerhedsmoment ved metoden var bestemmelsen af antal embryoner med og uden 
skal. I nogle tilfælde var det svært for os at vurdere, om et embryon var med eller uden skal, hvilket 
kan have ført til fejlbedømmelser. Herudover var det vanskeligt at åbne sneglene uden at komme til 
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at skade embryonerne. Generelt lykkes det, men der kan være tilfælde, hvor embryoner blev knust. 
Jo flere snegle der blev åbnet, des mere erfaring og teknisk kunnen fik vi. 
Hvis der skal opnås mere pålidelige resultater, kræves der erfaring fra tilsvarende arbejde med P. 
antipodarum. Dette kan blandt andet opnås ved at starte med at undersøge snegle, der ikke indgår i 
forsøget. Vi har selv foretaget enkelte forundersøgelser af sneglene, men det kan anbefales at udføre 
et pilotforsøg for at tilegne sig teknikken.  
 
Hvis metoden skal anvendes som standard til påvisning af østrogene effekter er det nødvendigt at 
tilegne sig erfaringer med testen inden der kan opnås pålidelige og sammenlignelige resultater 
mellem laboratorier. 
 
Yderligere var det et problem, at størstedelen af sneglene udviste en adfærd, der ifølge 
forsøgsprotokollen er tegn på dårlig trivsel. I akklimatiseringsperioden blev de foreskrevne 
parametre kun overskredet i få tilfælde, og der er derfor vanskeligt at forklare denne adfærd ud fra 
vores målinger, men adfærden kan skyldes stress under transport fra Tyskland eller sygdom. For at 
kunne udføre forsøget efter retningslinierne i forsøgsprotokollen er det nødvendigt, at sneglene 
trives. 
 
Metoden er både tidskrævende i forhold til udførsel og i forhold til den erfaring, der bør indhentes. 
Til gengæld er eksponeringstiden væsentligt længere end i akutte testssystemer, og testen giver 
dermed en indikation på eventuelle langtidseffekter af de undersøgte vandprøver. 
Forsøgsopstillingen er simpel og kræver ikke avanceret udstyr for at opnå resultater.    
 
Vi mener, at metoden er egnet som standardmetode, da den er simpel at udføre og ikke kræver store 
økonomiske omkostninger i form af udstyr og anskaffelse af forsøgsorganismer. Metoden er relativt 
kortvarig i forhold til andre heldyrssystemer, hvor der kan måles på reproduktion.  
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7 Regulering af spildevand og rensningsanlæg  
I dette afsnit gennemgås reguleringen af spildevand og rensningsanlæg. Undervejs diskuteres 
hvordan hormonforstyrrende stoffer reguleres, og hvor reguleringen kan forbedres i forhold til disse 
stoffer. Der inddrages både den i øjeblikket fungerende regulering og Vandrammedirektivet, der 
endnu ikke er trådt i fuld kraft. Reguleringen af rensningsanlæg er inddraget, fordi flere af de 
hormonforstyrrende stoffer enten er naturlige eller stammer fra medicin, og derfor ikke kan 
reguleres ved kilden, da stofferne udskilles fra mennesker. Derfor er det nødvendigt at beskytte 
miljøet mod hormonforstyrrende stoffer ved at regulere i rensningsanlægget og ikke kun via krav til 
virksomheders produktion og afledning. Proceduren for tilslutningstilladelser gennemgås, fordi 
flere hormonforstyrrende stoffer anvendes i industrien, og derfor kan udledningen af denne 
stofgruppe reguleres gennem denne del af loven. 
Afsnittet vil også kort gennemgå regulering af medicinalstoffer. Der vil i hele afsnittet være fokus 
på hormonforstyrrende stoffer, og derfor vil mindre relevante (i denne forbindelse) dele af 
reguleringen ikke blive gennemgået. 
Afsnittets struktur er bygget op således, at der først gives en gennemgang af reguleringen for 
spildevand, der skal ledes til rensningsanlæg, og dernæst regulering af selve rensningsanlæggene. 
Undervejs vil Vandrammedirektivet blive fremhævet de steder, hvor reguleringen vil forandres, 
efter direktivet er fuldt implementeret og trådt i kraft. 
 
Lovgrundlaget  
Miljøbeskyttelseslovens § 27 stk. 1 indeholder et generelt forbud mod at udlede forurenende stoffer 
til vandmiljøet. Der kan dog opnås tilladelse for spildevandsudledning til vandløb, søer eller havet. 
Dette fremgår af Miljøbeskyttelseslovens § 28, i hvilken der stilles krav om, at der skal foreligge en 
tilslutningstilladelse, før en virksomhed kan koble sig på det offentlige spildevandssystem, og 
derved aflede sit spildevand til det offentlige rensningsanlæg. (Miljøstyrelsen, 2002: 10, 
Miljøstyrelsen, 1999: 55 og LBK nr. 753 § 27 og § 28) I Danmark er den enkelte 
kommunalbestyrelse ansvarlig for, at udledningen fra de(t) kommunale rensningsanlæg ikke 
overskrider udledningskravene givet til anlægget. Derfor er det kommunen, der både skal give 
tilladelser til virksomheder, der har behov for afledning af spildevand til det offentlige 
spildevandsanlæg, og stille krav til det spildevand, som virksomheden udleder. Dette gælder også 
for store anlæg og godkendelsespligtige virksomheder, hvor amtet ellers har tilsynspligten. 
(Miljøstyrelsen, 2002: 7, 9, 14)  
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7.1 Reguleringen af spildevand, der skal ledes til offentlige rensningsanlæg  
7.1.1 Afledningstilladelser til virksomheder 
En afledningstilladelse skal laves ud fra en vurdering af spildevandets mængde og indhold, 
anlægget der skal rense det, og miljøet der skal udledes til. Tilladelsen skal ligge indenfor 
spildevandsplanens rammer (Miljøstyrelsen, 2002: 9-10), der er retligt grundlag for tilslutning af 
eksisterende og nye ejendomme til kloaksystemet. Spildevandsplanen er også grundlag, når 
kommunen skal fornye sin udledningstilladelse hos amtet. Den indeholder en oversigt over den 
eksisterende og planlagte spildevandshåndtering i kommunen, og belyser de miljømæssige 
konsekvenser af spildevandshåndteringen og de økonomiske konsekvenser for kloakforsyningen. 
(Miljøstyrelsen, 1999: 23) I spildevandsplanen er der angivet, hvor stor kapacitet der må afledes fra 
oplandet. (Miljøstyrelsen, 2002:12) Kommunen har mulighed for at påbyde forbedringer eller ny 
afledningstilladelse, hvis den nuværende tilladelse er utilstrækkelig, hvis den eksempelvis er 
forældet, eller der er opnået ny viden om farlige stoffer. Hvis stofferne forårsager en overhængende 
og alvorlig fare for sundheden kan der nedlægges forbud med øjeblikkelig virkning. 
(Miljøstyrelsen, 2002: 11, Miljøstyrelsen, 1999: 45 og LBK 753 § 30 stk. 1,3 og 4)  
Hormonforstyrrende stoffer er dermed (endnu) ikke omfattet af denne del af reguleringen, fordi  
effektstudier af forskellige hormonforstyrrende stoffer på kort sigt har vist, at de ikke udgør en 
alvorlig fare, og der endnu ikke er tilstrækkelig dokumentation for langtidseffekter. Hvis der opnås 
ny viden om stofferne, der ændrer på den nuværende situation, er der mulighed for at regulere på 
stofferne. Med denne regulering er kommunerne klar til at håndtere problemet, hvis der er 
tilstrækkelig dokumentation for effekter. Selve vurderingen af dokumentationen foretages i 
Miljøstyrelsen, der således er afgørende for om hormonforstyrrende stoffer skal reguleres. 
 
7.1.2 Proceduren for udarbejdelse af tilslutningstilladelser43 
Der er en fast procedure for ansøgning og udstedelse af spildevandstilladelser. Først informeres 
virksomheden af kommunen om lovgivning og forløbet af proceduren. Derefter fremsender 
virksomheden oplysninger om sit spildevand og sin produktion i en indholdsliste. Dette indebærer 
information om råvarer, hjælpestoffer, produktionsforhold, spildevandsmængder (døgnbelastning 
og maksimal belastning), redegørelse for spildevandets stofindhold (næringsstoffer, organisk stof, 
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 Tilslutningstilladelse er det samme som spildevandstilladelse og afledningstilladelse. Ordene anvendes synonymt. 
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miljøfremmede stoffer og tungmetaller) og BAT44. Efterfølgende gennemgår kommunen disse 
informationer i forhold til anvendelsen af BAT, arbejdsmiljø for kloakarbejdere, kloaksystemet, 
renseanlægget, vandmiljøet og slamkvaliteten. På denne baggrund udformes en tilslutningstilladelse 
som indeholder anlægs- og driftsvilkår, vilkår for afledning (vandmængde, indhold af stoffer, evt. 
krav om forrensning), egenkontrol og handlingsplan. Ifølge Miljøstyrelsen er det nødvendigt, at der 
stilles krav for indhold af miljøfremmede stoffer i spildevandet og kontrol med dette. Sidstnævnte 
ud fra hensyn til såvel rensningsanlæggets processer som miljøet i recipienten. (Miljøstyrelsen, 
2002: 15 og Miljøstyrelsen, 1999: 42-43, 45) 
 
7.1.3 Spildevandets egenskaber i forhold til en tilslutningstilladelse  
Det er sjældent muligt at lokalisere oprindelsen af udledninger, som forårsager en effekt i 
rensningsanlægget. (Miljøstyrelsen, 2002: 12) Derfor er det vigtigt, at tilslutningstilladelserne, der 
gives, er tilstrækkeligt restriktive og beskytter både mikroorganismerne i rensningsanlægget og 
miljøet, der udledes til. En udledning må hverken påvirke miljøet direkte eller indirekte, så derfor 
skal der tages hensyn til den nærmeste recipient, men samtidigt sikres at der ikke forurenes i mere 
fjerntliggende vandområder. Kommunen behøver derfor informationer om forskellige egenskaber 
ved spildevandet, og der skal der være sikkerhed for, at hverken kloaksystemet eller medarbejdere 
kan tage skade af spildevandet. (Miljøstyrelsen, 2002: 18 og Miljøstyrelsen, 1999: 133)  
 
I danske rensningsanlæg er det de biologiske nedbrydningsprocesser, der er den vigtigste 
nedbrydning, og det er derfor af afgørende betydning for rensningen, at disse processer ikke skades 
af spildevandets indholdsstoffer. Den mest sensitive proces er nitrifikationen, og derfor fastsættes 
krav til det tilledte spildevand oftest med udgangspunkt i denne. Processen kan hæmmes af flere 
forskellige stoffer. Selv ved ringe inhibering er der risiko for, at nitrifikationen standses 
fuldstændigt. Nitrificerende bakterier har en meget langsom væksthastighed, og derfor vil det tage 
relativt langt tid at reetablere et rensningsanlægs bakteriekultur efter belastninger med skadelige 
stoffer. (Miljøstyrelsen, 2002: 19-20)  
 
Ved vurdering af spildevandets effekt på miljøet efter rensning kigges der på følgende parametre: 
giftighed, bioakkumulerbarhed, farve og lugt, persistens og sygdomsfremkaldende 
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 Best Available Technology, forklares senere i afsnit 5.2.3. 
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mikroorganismer. Giftighed vurderes enten som akut giftighed eller vedvarende giftighed fra 
persistente stoffer overfor organismer i vandmiljøet. (Miljøstyrelsen, 2002: 22, 25) 
 
Foruden de ovennævnte parametre skal spildevandet også overvåges i forhold til vandkvalitetskrav 
(se boks 7.1). Overholdelse af disse er grundlaget for rensningsanlæggets udledningstilladelse, og 
kommunalbestyrelsen skal derfor sikre, at kravene bliver overholdt gennem de 
spildevandstilladelser, der udstedes til anlæggets opland. (Miljøstyrelsen, 2002: 23)  
 
Miljøfarlige stoffer skal vurderes både i forhold til de andre stoffer i spildevandet (reagerer 
stofferne indbyrdes og danner evt. nye forbindelser som kan være skadelige), stoffets skæbne i 
rensningsanlægget (forsvinder stofferne eller ophobes de i slamfasen eller udledes uændret til 
miljøet), slammets anvendelsesmuligheder, hvis stofferne ophobes deri45, samt lovmæssige krav. 
(Miljøstyrelsen, 2002: 25)  
Derved tager reguleringen i nogen grad hensyn til additive effekter af stofferne.  
 
7.1.4 Vurdering af effekterne af stofsammensætningen i spildevand  
Spildevand fra industrien består som regel af mange forskellige stoffer, der er blandet sammen. Det 
kan derfor være svært at vurdere spildevandets giftighed og nedbrydelighed ud fra enkeltstoffernes 
egenskaber. Derfor anbefaler Miljøstyrelsen, at der anvendes metoder, som vurderer effekterne af 
det samlede spildevand. Dette kan for eksempel være en hæmningstest, hvor hæmningen på en 
nedbrydningsproces måles med og uden det pågældende spildevand. For særligt store spildevands 
udledninger kan det være relevant at undersøge, om spildevandet er skadeligt på miljøet efter 
rensning. (Miljøstyrelsen, 2002: 49, 52)  
 
Generelt er det nødvendigt at vurdere effekterne af hver enkelt virksomheds spildevand på 
rensningsanlægget sammen med den øvrige mængde spildevand, der tilledes anlægget og den 
recipient, som rensningsanlægget anvender. Situationen vil være forskellig hver gang, og derfor kan 
det også i nogle situationer være nødvendigt at stille krav til stoffer, der ikke tidligere er blevet 
begrænset eller fundet relevante ved en spildevandstilladelse. (Miljøstyrelsen, 2002: 52) 
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 Det er dansk politik at anvende mest muligt af slammet på landbrugsjord for at udnytte den gødningseffekt det har. 
(Miljøstyrelsen, 2002: 21) 
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Den ovenstående metode, der vurderer det samlede spildevand fra en virksomhed, er ikke optimal 
til at regulere på hormonforstyrrende stoffer. I forhold til industrispildevand er det lettere at regulere 
ud fra stofferne på indholdslisten, og kombinere dette med en teknik i rensningsanlægget, der kan 
reducere indholdet af hormonforstyrrende stoffer. En yderligere teknik i renseanlægget vil også 
være effektivt i forhold til at rense husholdningsspildevand. Metoden er dog udmærket til at 
konstatere, at spildevandet ikke medfører en akut effekt på rensningsanlæggets renseprocesser. 
 
For stoffer, hvor der ikke er fastsat vandkvalitetskrav, har Miljøstyrelsen lavet en strategi der 
inddeler stofferne i tre grupper: 
A: Potentielt sundhedsskadelige stoffer, der kan medføre vedvarende skader på mennesker, og 
persistente stoffer, der er meget giftige overfor vandlevende organismer. En række risikosætninger 
for stofferne placerer dem i denne gruppe. (Se boks 7.1 nedenfor) 
Stofferne er uønskede i spildevandet, og bør udfases, substitueres eller reduceres mest muligt. 
B: Stoffer der ikke er let nedbrydelige, og som er middel akut-giftige for vandlevende organismer, 
eller er bioakkumulerbare. 
Anvendelsen af stofferne bør begrænses ved hjælp af BAT, og det skal sikres at 
vandkvalitetskravene overholdes. 
C: Alle øvrige stoffer. (Miljøstyrelsen, 2002: 26-29) 
 
R39: ”Fare for varig alvorlig skade på helbred” 
R40: ”Mulighed for varig skade på helbred” 
R45: ”Kan fremkalde kræft” 
R46: ”Kan forårsage arvelige genetiske skader” 
R48: ”Alvorlig sundhedsfare ved længere tids påvirkning” 
R60: ”Kan skade forplantningsevnen”  
R61: ”Kan skade barnet under graviditeten” 
R62: ”Mulighed for skade på forplantningsevnen” 
R63: ”Mulighed for skade på barnet under graviditeten” 
R64: ”Kan skade børn i ammeperioden”  
Boks 7.1: Risikosætninger der automatisk placerer et stof på liste A (Miljøstyrelsen, 2002:26-29). 
 
Flere af sætningerne ovenfor vil være relevante ved hormonforstyrrende effekter. Eksempelvis er 
nonylphenol mærket med R62-63 og phenol er mærket med R48. (Lovtidende, 2005: 7541, 7565) 
Hvis et hormonforstyrrende stof ikke er klassificeret med én af risikosætningerne, er det mest 
sandsynligt, at stoffet vil blive placeret på liste C, eftersom hormonforstyrrelser ikke er akut giftige 
for vandlevende organismer.  
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ABC-liste systemet er mest en hensigtserklæring, men Miljøstyrelsen vurderer, at ABC-liste 
systemet anvendes, når kommuner skal lave tilslutningstilladelser. Kvalitetskriterier fastsættes kun 
for B-stoffer, da A-stoffer er generelt uønskede i miljøet, og C-stoffer ikke har nogen væsentligt 
effekt. Et eventuelt krav for A-stoffer vil kunne opfattes som en tilladt udledningskoncentration. A-
stoffer vil kunne findes i miljøet, men det skyldes hovedsageligt tidligere udledninger. (Pers. komm. 
Mogens Kaasgaard, 2006) 
Det er bemærkelsesværdigt, at stoffer mærket med ”giftig for organismer, der lever i vand; kan 
forårsage uønskede langtidsvirkninger i vandmiljøet” (R50/53) ikke automatisk placeres på Liste A. 
Bisphenol A, der er et xenoøstrogen, er netop markeret med disse sætninger (Miljøministeriet, 
2005: 7111, 7541).  
Dette er et eksempel på at reguleringen, som den ser ud i dag, slet ikke håndterer stoffer mærket 
med R50/53 på trods af, at de er klassificeret ganske tydeligt og i overensstemmelse med 
kemikalielovgivningen. Tværtimod bliver de jf. ABC-systemet hverken klassificeret som uønskede 
eller begrænset i anvendelse, og derfor fastsættes der heller ikke krav til afledningen af stofferne. 
Dette må betegnes som et væsentligt kritikpunkt i den danske miljøregulering. 
 
Reguleringen ved hjælp af risikosætningerne benyttes kun til industrikemikalierne 
(Miljøministeriet, 2005), heriblandt xenoøstrogener. Dette betyder, at hverken naturlige østrogener 
eller østrogener fra medicin bliver reguleret ved hjælp af ABC-systemet, selvom de blandt andet 
mistænkes for at kunne skade mænds forplantningsevne. Ifølge Palle Sørensen fra Københavns 
Amt, er medicinrester omfattet af bkg. 92146 i det øjeblik stofferne er i spildevand (Pers. komm. 
Palle Sørensen, 2006).  
 
7.2 Regulering af spildevand der udledes fra offentlige rensningsanlæg  
7.2.1 Offentlige rensningsanlæg  
Der er ca. 1200 rensningsanlæg i Danmark i størrelse fra ca. 30 PE til 1 mio. PE. Rensningsanlæg er 
ikke registreret som listevirksomheder47, men skal have en udledningstilladelse fra amtet. (Moe et 
al., 2004: 61) 
                                                 
46
 ”Bekendtgørelse om kvalitetskrav for vandområder og krav til udledning af visse farlige stoffer til vandløb, søer eller 
havet” 
47
 Ved listevirksomhed forstås de virksomheder, anlæg eller indretninger, der er optaget på listerne i bilag 1 og 2 i bkg. 
nr. 943 af 16/09/2004 ”Bekendtgørelse om godkendelse af listevirksomhed ”. 
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Udledningstilladelsen skal også fastlægge anlæggets kapacitet, som er defineret som det 
spildevandsvolumen og indhold af forurenende stoffer (antal PE) rensningsanlægget må modtage 
fra sit opland. Afgrænsningen af rensningsanlæggets opland laves derfor af amtet. (Miljøstyrelsen, 
1999: 20) 
 
7.2.2 Udledningstilladelse  
Når et rensningsanlæg får en udledningstilladelse er det amtets ansvar at sikre ”at det i intet tilfælde 
gøres muligt direkte eller indirekte48 at forøge forureningen49 af vandløb, søer eller havet med de i 
bilag 150 opførte stoffer”(§ 9 stk. 1 i bkg. nr. 921). Bilaget omhandler blandt andet fosterskadende 
stoffer (teratogene). (Miljøstyrelsen, 1999: 157, 169)  
Dermed burde, der være en striks regulering af en del hormonforstyrrende stoffer, eftersom nogle af 
disse anses for at være fosterskadene.  
 
Miljøstyrelsen lægger dog op til en mildere fortolkning af ovenstående paragraf, da de betegner det 
som ”vanskeligt” at sikre, at der ikke kan forekomme indirekte forurening. Desuden argumenterer 
de for, at kvalitetskravene udelukkende er til at regulere udledninger med, og er derfor ikke 
nødvendigvis udtryk for et generelt godt beskyttelsesniveau (andre påvirkninger bidrager til det 
samlede forureningsbillede). Desuden påpeger Miljøstyrelsen, at der ikke er et højt nok 
vidensniveau til at sikre, at en udledning ikke medfører mere forurening af recipienten. 
(Miljøstyrelsen, 1999: 141) Samtidigt gør Miljøstyrelsen dog opmærksom på den nationale 
målsætning om at reducere og udfase udledninger af miljøfremmede stoffer. Samme målsætning er 
indbygget i Vandrammedirektivet, og i en række andre internationale aftaler. (Miljøstyrelsen, 1999: 
142) 
På baggrund af ovenstående mener Miljøstyrelsen, at ovennævnte § 9 kan opfyldes ved at redegøre 
for, at den samlede udledning til et større vandområde ikke øges selvom den pågældende udledning 
tillades. Der skal tages hensyn til atmosfærisk deposition, kilder i oplandet og kilder i nærområdet i 
redegørelsen. For miljøfremmede stoffer, der er omfattet af direktiver og internationale aftaler, bør 
det sandsynliggøres, at mængden af stofferne reduceres. Det skal sandsynliggøres, at § 9 stk. 1 kan 
                                                 
48
 F.eks. atmosfærisk deposition. 
49
 Forurening er defineret som: Menneskers direkte eller indirekte tilførsel af stoffer eller energi til vandmiljøet med så 
skadelige virkninger til følge, at den menneskelige sundhed bringes i fare, levende ressourcer eller økosystemer skades, 
rekreative værdier forringes, eller der ligges hindringer i vejen for anden retmæssig anvendelse af vandet. 
50
 Der henvises i citatet til bilag 1 i ”Bekendtgørelse om spildevandstilladelser m.v. efter Miljøbeskyttelseslovens 
kapitel 3 og 4”, der er vedlagt i bilag. 
Østrogene stoffer i spildevand 
 87 
opfyldes, selvom der gives tilladelse til udledning. Eftersom det skal vurderes på et overordnet 
niveau, er det ikke nødvendigt med en fuldstændig redegørelse af atmosfærisk deposition m.v. ved 
hver eneste udledningstilladelse. (Miljøstyrelsen, 1999: 142) 
 
Såfremt der kan foretages observationer af, at det udledte spildevand fra rensningsanlæg giver 
hormonforstyrrelser i organismer, der findes i recipienten, og at disse forstyrrelser kan skade 
populationen(/-erne) i en sådan grad, at der er risiko for at udrydde en art fra recipienten på længere 
sigt for eksempel på grund af fosterskader, er der ud fra § 9 stk. 1 grundlag for at regulere på 
stofferne i anlæggenes udledningstilladelser. Dette vil være nødvendigt, også selvom der foretages 
en mere overordnet vurdering, da problemet som udgangspunkt vil være gældende for alle 
rensningsanlæg. 
 
I Spildevandscenter Avedøres udledningstilladelse stilles der krav, om at der ikke må udledes 
miljøfremmede stoffer ”i mængder og koncentrationer, som er til skade for recipienten” 
(Københavns Amt, 1994: 1, vedlagt i bilag). Herudover findes der ingen specifik redegørelse for, 
hvordan § 9 stk. 1 overholdes. Eftersom der ikke må ske skade på recipienten, er definitionen af 
forurening fra § 9 overholdt, men formuleringen i tilladelsen er diffus og virker umiddelbart relativt 
uanvendelig for Spildevandscenter Avedøre, samtidig med at Københavns Amt placerer hele 
ansvaret hos spildevandscenteret. 
 
Amtet skal i udledningstilladelsen stille en række vilkår for udledningen af miljøfremmede stoffer. 
Disse skal fastsætte: 
• den maksimale koncentration, der kan tillades i udledningen,  
• gennemsnitlig koncentration i angivne perioder,  
• maksimal mængde stof der må udledes, og  
• hvordan og hvor meget egenkontrol, der skal gennemføres.  
Det er hensigten at fastsættelse af en maksimal koncentration skal sikre, at der ikke sker akutte 
toksiske effekter, og den maksimale mængde skal medvirke til at undgå kroniske effekter. 
(Miljøstyrelsen, 1999: 143)  
De mængdebaserede krav er vigtige, fordi de sigter mod at beskytte miljøet mod effekter, som 
forårsages af den samlede udledning af et stof til en recipient. De koncentrationsbaserede krav er 
derimod begrundet i et ønske om at beskytte miljøet omkring udledningspunktet. Derudover vil 
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regulering, der kun er baseret på koncentrationskrav, ikke give noget incitament til virksomheder 
om at spare på vandforbruget. Krav til den udledte mængde bør fastsættes i overensstemmelse med 
anvendelse af BAT, og det bør sikres, at den samlede udledning af et stof ikke medfører uønskede 
effekter. (Miljøstyrelsen, 1999: 143) 
 
Der er i udledningstilladelsen til Spildevandscenter Avedøre ikke nærmere vilkår for udledningen af 
miljøfremmede stoffer, hverken for koncentration eller mængde af stofferne. Københavns Amt har 
tilsyneladende ikke opfyldt sin pligt i denne sammenhæng, og manglen på 
koncentrationer/mængder medfører, at det er op til Spildevandscenter Avedøre selv at vurdere, om 
deres udledning forårsager skade i recipienten. 
Ifølge Mogens Kaasgaard fra Miljøstyrelsen skal vejledningen fra Miljøstyrelsen dog fortolkes 
således, at der kun skal stilles de ovennævnte vilkår ”hvis der er behov for det”. Rent konkret i 
forhold til Spildevandscenter Avedøre tilføjer han, at fortyndingen alligevel er så stor i deres 
recipient, at der ikke umiddelbart kan forventes, at der er et behov for at fastsætte vilkår. (Pers. 
komm. Mogens Kaasgaard, 2006) Palle Sørensen fra Københavns Amt, der er tilsynsmyndighed på 
Spildevandscenter Avedøre, bekræfter dette og tilføjer, at der, så vidt han har kendskab til, i 
Danmark aldrig er blevet stillet sådanne specifikke krav til et rensningsanlæg. (Pers. komm. Palle 
Sørensen, 2006) 
 
7.2.3 Best available technology (BAT)  
”Bedste tilgængelige teknologi” (BAT) er en del af IPPC51, som er den europæiske 
godkendelsesordning om integreret forebyggelse og bekæmpelse af forurening. Formålet er at få 
europæiske virksomheder til at anvende den bedste tilgængelige teknik inden for det pågældende 
erhverv. Som et værktøj til dette udarbejder EU kommissionen BAT reference dokumenter, som 
fastlægger, hvilke teknikker der må betragtes som de bedst tilgængelige inden for den industrielle 
branche. BAT princippet er et forsøg på at finde den bedste tilgængelige teknik, som både er 
miljøvenlig og økonomisk rentabel. (www.mst.dk/produkt/010100.htm) BAT bruges, fordi 
virksomhederne ved anvendelse af renere teknologi kan reducere sin afledning, og samtidigt skal 
anvendelsen af BAT være med til at sikre, at der ikke stilles krav til virksomhederne, som er 
uopnåelige med den eksisterende (og også økonomisk tilgængelige) teknologi. Det er 
virksomhedens ansvar at dokumentere, at spildevandet, der ønskes tilslutningstilladelse til, er 
                                                 
51
 Integrated Pollution Prevention Control 
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behandlet efter anvendelse af BAT. Det gælder både produktions- og renseprocesserne på 
virksomheden. I Danmark er det kun liste-virksomheder, der er omfattet af krav om anvendelse af 
BAT. Princippet om bedste tilgængelige teknologi har dog fundet anvendelse i flere andre dele af 
reguleringen. (Miljøstyrelsen, 2002: 15, 17, 52) BAT kan anvendes til at kræve visse stoffer 
substitueret fra produktioner, hvilket formentligt er den mest udbredte anvendelse af BAT. (Pers. 
komm. Palle Sørensen, 2006)  
BAT kan også anvendes til regulering af rensningsanlæg, men dette er dog stadig relativt nyt. 
Spildevandscenter Avedøre er som en del af en fornyelse af deres udledningstilladelsen blevet 
pålagt at undersøge mulighederne for anvendelse af BAT, til regulering af eksempelvis 
overløbsvand. Dette er første gang Københavns Amt anvender BAT i forvaltningen af 
rensningsanlæg, men dette skyldes hovedsageligt, at princippet er relativt nyt, og at der ikke er en 
fast periode for, hvornår en udledningstilladelse skal fornyes. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006) 
 
I Miljøstyrelsens vejledning (2002) lægges vægt på, at BAT bruges til at beskytte producenter mod 
for høje krav, i stedet for at lægge vægt på at beskytte miljøet mest muligt. Dette betyder, at miljøet 
muligvis vil blive nedprioriteret i forhold til producentens konkurrencevilkår.  
Dog kan BAT ifølge Miljøstyrelsen også bevirke, at der stilles strengere krav for en virksomhed, 
end det er nødvendigt for at overholde en given grænseværdi. Dette sker når der anvendes den 
kombinerede fremgangsmåde til fastsættelse af udlederkrav til virksomheder. Metoden fastslår både 
et kvalitetskrav og et krav ud fra BAT, hvorefter det strengeste af de to krav bliver gjort gældende 
(Miljøstyrelsen, 1999: 138).  
De skærpede krav er dermed ikke begrundet i et ønske om at reducere udledningen af et bestemt 
kemikalie, men blot at forbedre miljøet generelt. Dette er vigtigt at bemærke, da der så ikke er 
mulighed for på denne måde at regulere på hormonforstyrrende stoffer, medmindre teknikken 
tilfældigvis reducerer indholdet af disse.  
Anvendelse af hormonforstyrrende stoffer i industrielle produktioner vil kunne reguleres gennem 
BAT, hvis der stilles krav om, at stofferne skal substitueres for at sikre en recipient mod udledning 
af skadelige stoffer, der ikke fjernes i rensningsanlægget. 
Palle Sørensen fra Københavns Amt har været begejstret for at benytte BAT i forbindelse med 
forvaltning af Spildevandscenter Avedøre. Det sætter nogle tanker i gang, og giver mulighed for at 
få meget miljø for få penge. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006) Anvendelse af BAT i renseanlæg 
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kunne eksempelvis være at benytte sandfilter frem for andre tekniske metoder til den biologiske 
nedbrydning. 
 
7.2.4 Nationale udledningskrav til kommunale rensningsanlæg  
Rensningsanlæggets udledningstilladelse indeholder både nationale krav, og krav som amtet har 
valgt at stille til det enkelte anlæg ud fra recipienten. De nationale krav fastsætter en række 
grænseværdier for indholdet af bl.a. BI552 og COD53 pr. liter ud fra anlæggets størrelse. Hvis 
recipienten vurderes at være følsom kan der fastsættes strengere krav til rensningsanlægget. En 
udledningsgodkendelse kan derfor kun gives efter en individuel vurdering af det enkelte anlæg. 
(Moe et al., 2004: 61) 
De nationale krav er dels fastsat ud fra Vandmiljøplan I og EU’s Byspildevandsdirektiv, der 
indeholder nogle minimumskrav til blandt andet BI5 og COD. Se tabel 7.1. (Miljøstyrelsen, 1999: 
69) 
  
Tabel 7.1 viser de nationalt fastsatte udledningskoncentrationer for de enkelte parametre (Miljøstyrelsen, 1999: 69). 
Antallet af krav afhænger af anlæggets kapacitet og alder, samt hvilken type recipient det rensede 
spildevand udledes til. Kapaciteten er som tidligere nævnt fastsat af amtet i udledningstilladelsen til 
rensningsanlægget. (Miljøstyrelsen, 1999: 20, 69) Der er i Miljøbeskyttelsesloven også fastsat 
regler om kontrol og prøveudtagning. Disse er ligeledes forskellige afhængigt af 
rensningsanlæggets størrelse. Der er fastsat et minimum for antallet af prøvetagninger for alle anlæg 
med kapacitet på 30 PE eller derover. Det er amtet, der skal kontrollere, at kravene overholdes. 
(Miljøstyrelsen, 1999: 70) 
 
Vurdering af miljøfremmede stoffer i spildevand fra rensningsanlæg (3) 
                                                 
52
 BI5 er en test der måler mikrobiologisk iltforbrug over 5 døgn. 
53
 COD er en 2 timers kemisk test af en vandprøves indhold af organisk stof. I COD testen oxideres prøven totalt, og 
som følge deraf er COD værdien altid større end eller lig BI5 værdien. 
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Der er fastsat nationalt gældende kvalitetskriterier for miljøfremmede stoffer i vandmiljøet i bilaget 
til bkg. 921. Bilaget indeholder lidt over 130 stoffer, hvoraf 26 er på EU's liste over stoffer, der er 
mistænkt for at være hormonforstyrrende. Kriterierne for disse stoffer er dog ikke fastsat ud fra den 
hormonforstyrrende effekt. Jævnfør bkg. 921 §§ 2 og 3 skal disse kvalitetskriterier overholdes. Der 
er mulighed for at fastsætte strengere krav, hvis amtsrådet finder det nødvendigt. Bilaget indeholder 
ikke kvalitetskrav for naturlige østrogener og heller ikke syntetiske østrogener. 
(www.mst.dk/kemi/01110400.htm og bkg. nr. 921 §§ 2-4)  
Produktion, salg og udlevering af lægemiddelstoffer er underlagt anden regulering, men 
medicinrester i spildevand er omfattet af bkg. 921 af 08/10/1996, og skal derfor reguleres ligesom 
andre miljøfremmede stoffer (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006). 
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Afledningskrav/tilslutningskrav: Krav som kommunen stiller til en virksomhed før den kan opnå 
tilladelse til at lede sit spildevand til det offentlige rensningsanlæg. (Miljøstyrelsen. 2002: 81) 
Kravet fastsættes ud fra hensyn til recipienten, rensningsanlægget, kloaksystemet og arbejdsmiljø. 
Formålet med afledningskrav er at definere den maksimalt tilladte afledning enten i koncentration 
eller mængde (Miljøstyrelsen, 2002: 81). Der tages højde for en fortynding med spildevand fra det 
øvrige opland, men samtidigt ikke mere end at andre virksomheder skal kunne aflede samme stof i 
en tilsvarende mængde. (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 2006) 
 
(Vand)kvalitetskriterium: Det højeste koncentrationsniveau der må findes i miljøet af et stof. Ved 
denne koncentration vurderes det, at der ikke forårsages uacceptabel effekt på miljøet. 
(Miljøstyrelsen, 2004: 5)  
 
(Vand)kvalitetskrav: Vandkvalitetskrav er den maksimale tilladte koncentration af et stof i det 
aktuelle vandmiljø. Stilles ud fra kvalitetskriteriet og tilpasses den enkelte recipient. Dette er 
eksempelvis relevant, hvis recipienten er et naturbeskyttelsesområde eller på anden måde vurderes 
at være mere sårbar. (Miljøstyrelsen, 2004: 5) Kvalitetskrav er retsligt gældende for udledningen, 
og der er risiko for straf, hvis kravet overskrides. (Miljøstyrelsen, 1999: 134) Kvalitetskravet skal 
være opfyldt i miljøet efter initialfortynding54 og uden for et eventuelt spildevandsnærområde55 
(Miljøstyrelsen, 1999: 140). Myndighederne skal vurdere, om anvendelse af BAT vil være nok til at 
opfylde kvalitetskravene i recipienten, eller om reguleringen af rensningsanlægget skal skærpes ved 
at fastsætte udlederkrav (Miljøstyrelsen, 1999: 138). 
 
Udledningskrav/udlederkrav: Koncentrationsniveau som ikke må overskrides i spildevandet, der 
løber ud i recipienten. Det vil sige før fortynding med vandet i recipienten. Anvendes i 
udledningstilladelser til rensningsanlæg, hvis der er særlig stor udledning af et eller få stoffer. 
(Miljøstyrelsen, 2004: 5) Udlederkrav er fastsat ud fra gældende kvalitetskrav i recipienten 
(Miljøstyrelsen, 1999: 135). 
 
Miljøkvalitetskrav: Koncentration af et bestemt forurenede stof der ikke bør overskrides. Indføres 
med Vandrammedirektivet56 og indebærer både biologiske og kemiske parametre samt hensyn til 
menneskers sundhed. (Tørslev et al., 2002: 25) Miljøkvalitetskrav er endnu ikke indført i den 
danske regulering (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 2006). 
 
Grænseværdi: Upræcist udtryk der anvendes i flere forbindelser. Den præcise betydning bør fremgå 
af den sammenhæng udtrykket anvendes i, men begrebet henviser ofte til udlederkrav. (Pers. komm. 
Mogens Kaasgaard, 2006) 
Boks 7.2: Oversigt over de forskellige krav og kriterier. Begreberne og deres anvendelse uddybes i teksten. 
 
                                                 
54Initialfortyndingen defineres som den fortynding, der forårsages af, at spildevandsstrålens impuls eller 
vægtfyldeforskel i forhold til det omgivende vand skaber turbulente strømninger, der giver en vis første (initial) 
fortynding i vandområdet ved udledningspunktet. Definitionen af initialfortynding er imidlertid ikke særlig operationel 
og anvendelig. Ved direkte udledning til et større vandområde kan amtsrådet i praksis, hvor vidensgrundlaget ikke er 
bedre, som udgangspunkt regne med en initialfortynding på en faktor 10. (Miljøstyrelsen, 1999: 139-140) 
 Initialfortynding og spildevandnærområde diskuteres senere i dette afsnit. 
55
 Udlægning af et spildevandsnærområde skal ske ud fra en vurdering af miljøpåvirkningerne i nærområdet i forhold til 
mulighederne for at begrænse udledningen. Sidstnævnte er eksempelvis relevant, hvis der er andre kilder til 
udledningen end det pågældende rensningsanlæg. (Miljøstyrelsen, 1999: 140) 
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Rensningsanlægget får i udledningstilladelsen en række vilkår, der er fastsat ud fra kvalitetskravene 
til recipienten. Hvis rensningsanlæggets udledning er domineret af få stoffer, som tilledes fra 
industrien, kan det komme på tale at lave deciderede udlederkrav til rensningsanlægget for de 
enkelte stoffer. (Miljøstyrelsen, 1999: 135) 
 
Hvis der ikke er fastsat et kvalitetskriterium for recipienten i forhold til et bestemt stof er det op til 
amtet selv at fastsætte et, der kan fungere som grundlag for vilkår i rensningsanlæggets 
udledningstilladelse for det pågældende stof. Kvalitetskravet er fastsat i forhold til den 
koncentration af stoffet, der i forvejen findes i recipienten. Kvalitetskravet, der fastsættes af amtet, 
er kun gældende for den aktuelle recipient. Hvis amtet har afgrænset et spildevandsnærområde skal 
vandkvalitetskravet være opfyldt ved grænsen af dette område. Er der ikke lavet et sådant område 
skal vandkvalitetskravene være opfyldt straks efter initialfortyndingen. Efter initialfortyndingen må 
der ikke kunne opstå akut toksiske koncentrationer af et stof, ligesom stoffer heller ikke må ophobes 
i sediment eller dyr i området. (Miljøstyrelsen, 1999: 134-135, 139-140) Østrogene stoffer er 
lipofile, og efter udledning med spildevand vil stofferne derfor bindes til sediment. 
 
Eftersom kvalitetskriterierne er grundlaget for såvel afledningskrav, vandkvalitetskrav og 
udlederkrav er fastsættelsen af kriterierne afgørende for, hvorvidt der reguleres på 
hormonforstyrrende stoffer. Kriterierne fastsættes ud fra økotoksikologiske undersøgelser. 
Vandkvalitetskriterier kan fastsættes af både Miljøstyrelsen og amtet. (Miljøstyrelsen, 2004: 134) 
Dog kun af amterne, hvis de har dokumentation for, at stofferne findes i miljøet. Denne 
dokumentation får amterne dels fra de tilslutningstilladelser, som kommunen har givet til industrien 
i renseanlæggets opland, og dels fra amtets egne målinger i recipienten. På grund af relativt høje 
omkostninger i forbindelse med kemiske analyser måler amterne kun på de stoffer, som de er 
forpligtigede til jævnfør lovgivningen, og derfor bliver der i praksis kun målt på NOVANA-stoffer. 
Det er Miljøstyrelsen, der afgør, hvilke stoffer der indgår i NOVANA. (Pers. komm. Palle Sørensen, 
2006) 
Dermed er Miljøstyrelsen ganske afgørende for reguleringen af hormonforstyrrende stoffer i 
Danmark, da de både bestemmer, hvilke stoffer der skal moniteres for, og om dokumentationen for 
hormonforstyrrende effekter er tilstrækkelig til at regulere på stofferne (jf. ”Afledningstilladelser til 
virksomheder”).  
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Miljøstyrelsen kan vælge at fastsætte et kvalitetskriterium, hvis de vurderer, at der er tilstrækkelig 
dokumentation for hormonforstyrrende stoffers effekter. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006) Det er 
ikke nødvendigt at fastsætte et kvalitetskriterium, hvis der på forhånd er en vurdering af, at 
koncentrationen af udledningen vil være langt under et kvalitetskriterium. I sådan en situation vil 
det være nok med effektkoncentrationer fra økotoksikologiske forsøg:  
Ckvalitetskrav> Ceffekt* Fapplikation     
Applikationsfaktoren øges jo svagere datagrundlaget for effektkoncentrationen er. (Miljøstyrelsen, 
1999: 134-135) 
 
Mogens Kaasgaard (Miljøstyrelsen) forventer, at kvalitetskriterierne vil blive afløst af 
miljøkvalitetskravene, når Vandrammedirektivet er fuldt implementeret. Biologiske parametre viser 
længerevarende effekter (og derfor en mere reel tilstand for miljøet), men påvirkes også af fysiske 
parametre (for eksempel et udrettet vandløb). (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 2006) Eftersom de 
nye miljøkvalitetskrav udvider moniteringsprogrammet til også at omfatte biologiske parametre, vil 
målingen af miljøets tilstand blive mere fyldestgørende. De moniteringsmetoder, der i dag bruges til 
at måle biologiske parametre (for eksempel Dansk Vandløbsfauna Indeks), er ikke tilstrækkelige til 
at bestemme om en effekt skyldes hormonforstyrrende stoffer. 
 
I reguleringen af spildevand fokuseres der i dag på kvalitetskrav og krav til udledning af visse 
farlige stoffer. Dette betyder, at indsatsen fokuseres på et afgrænset antal stoffer (viden om disse, 
samt mulighederne for at begrænse og erstatte stofferne). Denne fokusering betyder imidlertid at 
indentificering af andre farlige stoffer tilsidesættes, ligesom viden om kombinationseffekter 
nedprioriteres. (Tørslev et al., 2002: 57) 
 
Test på det samlede spildevand i forhold til test på enkelt stoffer 
Det er i Danmark praksis, at reguleringen af udledninger, der indeholder forurenende stoffer, er 
baseret på en kombination af kontrol med enkeltstoffer og økotoksikologiske tests af det samlede 
spildevand. Men der er imidlertid ikke givet nogen retningslinjer for hvilke stoffer, der skal 
reguleres enkeltvis, og hvilke der kan kontrolleres ved en samlet test af spildevandet. (Tørslev et al., 
2002: 57) 
Palle Sørensen fra Københavns Amt anbefaler også økotoksikologiske tests af det samlede 
spildevand. Hvis det rensede spildevand, der skal udledes til recipienten ikke medfører toksiske 
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effekter i miljøet, er der ikke nogen fornuft i at foretage kemiske analyser. Hvis spildevandet 
derimod viser sig at være toksisk, kan der foretages kemiske analyser af hvilke stoffer, der 
(formentligt) forårsager skaderne. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006) 
Det er vigtigt at bemærke, at kemiske analyser er omkostningstunge, og derfor er det ikke 
overraskende, at amtet ønsker at reducere antallet af analyser. Hvis økotoksikologiske test skal 
kunne ”fri kende” samlet spildevand, er det vigtigt, at det både er kort og langtidsforsøg, der lægges 
til grund for en sådan beslutning.  
 
Det er på nuværende tidspunkt ikke praktisk muligt at måle og kontrollere alle stoffer enkeltvis i 
henhold til Vandrammedirektivets krav om overholdelse af kvalitetskrav i komplekst sammensat 
spildevand. (Tørslev et al., 2002: 61) Der findes en lang række af ukendte kemiske stoffer som 
potentielt vil kunne befinde sig i spildevandet, og det vil kræve et meget omfattende 
analyseprogram, hvis alle de potentielt farlige stoffer i en kompleks spildevandblanding skal 
identificeres. Derudover er der mange af stofferne, der på forhånd ikke kendes, hvilket gør opgaven 
næsten umulig. Tørslev et al. (2002) konkluderer derfor, at det ikke er muligt at identificere alle de 
potentielle farlige stoffer i komplekst spildevand. (Tørslev et al., 2002: 57) Det er derfor også 
nødvendigt at fastsætte krav til det samlede spildevands toksicitet. Tørslev et al. (2002) anbefaler, at 
dette gøres ved at anvende en bagatelgrænse, således at der ikke sættes krav til det samlede 
spildevands toksicitet, hvis denne ligger under bagatelgrænsen. Således at det i disse tilfælde ikke er 
nødvendigt at anvende økotoksikologiske testmetoder til kontrol af udledningen. Ifølge den 
hidtidige praksis, ses der på spildevandets samlede toksicitet, hvor der er fastlagt et nærområde 
omkring udledningen. (Tørslev et al., 2002: 11) 
 
Ud over den manglende viden omkring hvilket stoffer, der findes i spildevandet, er der også en stor 
mangel i viden omkring stoffernes egenskaber. Der findes på nuværende tidspunkt kun testdata 
vedrørende effekter på vandlevende organismer for mindre end 5 % af de ca. 100.000 kemiske 
stoffer, der står på EU's liste over eksisterende stoffer. Dette er et stort problem, da det ikke er 
muligt at foretage en miljørisikovurdering uden data. Denne manglende viden gælder også 
samvirkende effekter af stoffer. De toksiske stoffer forekommer sjældent alene i spildevandet, eller 
det miljø hvortil det ledes. (Tørslev et al., 2002: 58) 
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7.2.5 Fornyelse af tilslutnings- og udledningstilladelser  
Det gælder for både amtet og kommunen, at de skal føre tilsyn med de anlæg/virksomheder, som 
der er givet tillednings-/udledningstilladelser til. Myndighederne skal sikre, at loven overholdes, og 
at krav og vilkår i tilladelserne overholdes. Der er ikke generelle krav for, hvor ofte et tilsyn skal 
foretages, eller hvordan det skal foregå. (Miljøstyrelsen, 1999: 153) Ifølge Mogens Kaasgaard 
fornyes udledningstilladelser ”når der er væsentlige ændringer”. Han indrømmer, at det er en vag 
definition, men tilføjer at store virksomheder får opdateret sine udledningstilladelser ca. hvert 8. år, 
når deres kapitel 5 godkendelser skal fornyes. (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 2006) Der er som 
tidligere nævnt kun ca. 100 virksomheder i Danmark, der har direkte udledning, og dermed også en 
udledningstilladelse. De resterende virksomheder leder til offentlige rensningsanlæg. (Moe et al., 
2004: 44)  
Da rensningsanlæg ikke forvaltes som listevirksomheder, og derfor kun har udledningstilladelser, 
vil der ikke på samme måde være en naturlig opdateringsdato for rensningsanlægs 
udledningstilladelser. Ny viden om stoffer indarbejdes altså ikke automatisk i tilladelserne. 
 
7.2.6 Kemikalielisterne  
Der er både nationalt og i EU lavet og vedtaget en lang række forskellige lister. Nogle af listerne 
fungerer udelukkende som information om stoffer, der er mistænkt for at være skadelige, mens 
andre er retligt gældende. Her gennemgås dog kun de lister, der har direkte relevans for projektets 
problemstilling. 
 
”EU’s liste over stoffer der anses for at være hormonforstyrrende, og stoffer der menes at være 
hormonforstyrrende”. Listen er udarbejdet i forbindelse med EU's arbejde med at prioritere 
indsatsen over for hormonforstyrrende stoffer. Den er lavet på baggrund af nationale lister og 
organisationers lister, der er blevet sorteret og prioriteret ud fra en række krav opstillet af EU. 
Listen indeholder 118 stoffer, hvor det vurderes, at der er tilstrækkeligt bevis for, at stofferne 
medfører hormonforstyrrende effekter eller potentielt hormonforstyrrende effekter. 109 af stofferne 
er i forvejen forbudte eller begrænsede i EU eller underkastet yderligere undersøgelser. 
(www.mst.dk/kemi/01110400.htm) 
Generelt kan selve listen kritiseres eftersom langt de fleste stoffer allerede er forbudte eller 
begrænsede eller i gang med at blive undersøgt, og derfor tilføjer listen reelt kun 9 stoffer til 
reguleringen. Indsatsen mod allerede forbudte stoffer burde principielt fungere i forvejen. Alle 
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stofferne på listen er i øvrigt enten meget persistente eller produceres i mere end 1000 tons om året 
(www.mst.dk/kemi/01110400.htm), hvorfor indsatsen i reguleringen af stofferne i forvejen er højt 
prioriteret. 26 af stofferne på denne liste er der som tidligere nævnt fastsat kvalitetskriterier for i 
bkg. 921, men hverken bisphenol A, octylphenol eller nonylphenol er blandt disse, selvom de er på 
listen fra EU. 
EU’s liste er som det fremgår af ovenstående ikke retligt gældende, men har funktion som redskab 
til prioritering af indsatsen over for de pågældende stoffer. På baggrund af listen kan amterne 
vurdere, om det aktuelle stof er skadeligt, og der derfor bør fastsættes kvalitetskrav for stofferne i 
vandmiljøet jf. deres forpligtigelse fra bkg. 921. Dette kræver som nævnt, at amterne har 
dokumentation for, at stofferne findes i recipienten, og som allerede nævnt vil det i praksis betyde 
stofferne i NOVANA programmet. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006). Derfor fungerer listen i 
øjeblikket ikke i den danske regulering af miljøfremmede stoffer i udledninger til miljøet. Denne 
situation kunne forbedres, såfremt Miljøstyrelsen på baggrund af listen valgte at tilføje de stoffer, 
der ikke er forbudte, til NOVANA programmet.  
 
Miljøstyrelsen nævner EU’s liste 1 stoffer og listerne i Vandrammedirektivet over prioriterede 
stoffer som relevante til vurdering af miljøfremmede stoffer i rensningsanlæg. (Miljøstyrelsen, 
2002: 24, 168)  
Liste 1 stoffer er kendetegnet ved, at der er fastsat fælles emissionsgrænseværdier og 
vandkvalitetskrav for hele EU. Listen indeholder 17 stoffer57, hvoraf to (hexachlorbenzen og DDT) 
er på EU's liste over stoffer, der har haft dokumenteret hormonforstyrrende effekt og fire (dieldrin, 
perchlorethylen, aldrin og endrin) som anses for potentielt hormonforstyrrende. (Miljøstyrelsen, 
2002: 171 og www.mst.dk/kemi/01110400.htm) Liste 1 er fortsat gældende efter 
Vandrammedirektivet er trådt fuldt i kraft, og emissionsgrænseværdierne samt kvalitetskravene er 
indbygget i Vandrammedirektivet. Det forventes, at EU vil opdatere koncentrationerne inden for en 
kortere årrække. (Miljøstyrelsen, 2002: 171) Udledningstilladelse for liste 1 stoffer skal fornyes 
hvert fjerde år. (Miljøstyrelsen, 1999: 144) 
EU's medlemslande er forpligtet til at fastsætte kvalitetskrav i vandmiljøet for forurenende stoffer, 
der ikke er registreret på liste 158. I Danmark er amterne den ansvarlige myndighed, og derfor er de 
                                                 
57
 Kviksølv, hexachlorbenzen, chloroform, tetrachlormethan, trichlorethylen, trichlorbenzen, PCP, dieldrin, isodrin, 
cadmium, hexachlorbutadien, hexachlorcyclohexan, 1,2-dichlorethan, perchlorethylen, DDT, aldrin, endrin. 
58
 Sådanne stoffer blev tidligere betegnet ”Liste 2 stoffer”, men dette udgik da Vandrammedirektivet blev indskrevet i 
dansk lovgivning. 
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(jf. bkg. 921 af 1996) forpligtet til at fastsætte kvalitetskrav for disse stoffer, hvis stofferne udledes 
til miljøet. (Miljøstyrelsen, 2002: 172) 
Liste 1 er retligt gældende og fungerer derfor fint til at regulere de nævnte hormonforstyrrende 
stoffer i både spildevand og miljø. Amtets forpligtigelse til at fastsætte kvalitetskrav for øvrige 
forurenende stoffer i vandmiljøet fungerer ikke optimalt i praksis, da amterne som allerede nævnt 
kun har ressourcer til at foretage målinger, der er lovpligtige. Derfor er der ikke mulighed for at 
lave opsøgende/undersøgende arbejde i forhold til forurening med miljøfremmede stoffer der ikke 
er inkluderet i loven eller NOVANA programmet (Pers. Komm. Palle Sørensen, 2006). Det mest 
kritiske vedrørende Liste 1 er, at den kun omfatter 17 stoffer. Det ville være en væsentlig 
forstærkning af den europæiske miljøregulering, hvis listen blev udvidet med flere stoffer. I 
Vandrammedirektivet opstilles en liste over prioriterede stoffer, der omfatter flere stoffer end liste 
1. For de nye stoffer er der imidlertid ikke vedtaget grænseværdier, og derfor vil den liste ikke være 
helt så restriktiv som Liste 1. (For de prioriterede farlige stoffer er der dog en markant forbedring, 
eftersom disse stoffer helt skal udfases.) 
 
7.3 Vandrammedirektivet  
Vandrammedirektivet (Direktiv 2000/60/EF) er et rammedirektiv fra EU som har til formål at 
beskytte vandløb, søer, overgangsvande, kystvande og grundvand i unionen. (Vandrammedirektivet, 
2000: 5) Direktivet skal senest være fuldt implementeret i 2027 (www.mst.dk, 30/12 2005: 1), og 
derfor vil en stor del af den kommende vandregulering i Danmark være en del af direktivet, hvorfor 
det er relevant for dette projekt. 
 
Formålet med direktivet er som nævnt ovenfor at beskytte forskellige ferske vande og kystvande. 
Dette skal blandt andet opnås ved at ”forebygge yderligere forringelse og beskytte og forbedre 
vandøkosystemernes tilstand” samt sikre vandtilførslen til de nævnte økosystemer. (www.mst.dk 
30/12 2005: 1) Direktivets mål skal også opnås ved, at reguleringen ”sigter mod forøget beskyttelse 
og forbedring af vandmiljøet blandt andet gennem specifikke foranstaltninger til progressiv 
reduktion af udledninger, emissioner og tab af prioriterede stoffer og ophør eller udfasning af 
udledninger, emissioner og tab af prioriterede farlige stoffer”. (www.mst.dk, 30/12 2005: 1-2) 
 
Et af Vandrammedirektivets centrale mål er at forebygge forringelser af overfladevandets og 
grundvandets tilstand. (www.mst.dk, 30/12 2005: 2) Der er ikke nogen nærmere definition af 
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”forringelser”, og dermed er det muligt at fortolke hormonforstyrrelser som en ”forringelse” af 
vandets tilstand. På den måde er der potentiale for at regulere på hormonforstyrrende stoffer i 
miljøet, såfremt der er politisk opbakning til det. 
 
En anden del af målene er, at alle vandområder opnår ”en god økologisk tilstand” inden 2016. 
Tilstanden er defineret i forhold til den natur ”man ville kunne finde under uberørte forhold”. 
(www.mst.dk, 30/12 2005: 2) Til at måle, om der er god økologisk tilstand, indføres 
miljøkvalitetskrav, der som tidligere nævnt indeholder både biologiske og kemiske parametre.  
Miljøkvalitetskravene er endnu ikke indført i den danske lovgivning, og der foreligger derfor heller 
ikke en præcis beskrivelse af hvilke parametre, der skal måles på. (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 
2006) 
Det er teknisk muligt at måle på indholdet af eksempelvis østrogener, så der er mulighed for at 
indføre disse som en kemisk parameter.  
Der er risiko for, at nogle medlemslande vil slække på definitionen af økologiske krav, for at landet 
kan leve op til det samlede krav om, at alle vandområder skal have en god økologisk tilstand. Dette 
kan få ganske alvorlige konsekvenser for direktivets betydning, eftersom det reelt ikke vil være en 
forbedring/sikring af vandmiljøet. 
 
Mogens Kaasgaard fra Miljøstyrelsen forventer, at miljøkvalitetskravene vil blive implementeret i 
reguleringen, således at de ”afløser” vandkvalitetskriterierne. (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 
2006) Miljøkvalitetskravene i Vandrammedirektivet skal være udtryk for et generelt godt 
beskyttelsesniveau (se boks 7.2), og derfor vil det med Vandrammedirektivet fuldt implementeret 
ikke længere være muligt at mildne fortolkningen af § 9 stk. 1 i bkg. 921, som tidligere 
gennemgået.  
 
Bilag VIII i Vandrammedirektivet er en vejledende liste over de vigtigste forurenede stoffer, og på 
denne liste er gruppe 4 særligt relevant, da den omfatter stoffer, der kan påvirke blandt andet 
thyroide, reproduktions- eller andre endokrine funktioner. (Miljøstyrelsen, 2001: 124) Stofferne og 
stofgrupperne er vurderet til at udgøre en væsentlig risiko for eller via vandmiljøet, og er derfor 
medtaget i listen. (Miljøstyrelsen, 2001: 54) 
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7.3.1 Prioriterede stoffer og prioriterede farlige stoffer 
Bilag X i Vandrammedirektivet indeholder to lister over kemikalier. Den ene er listen over 
prioriterede stoffer, og den anden er listen over prioriterede farlige stoffer. Udledninger og 
emissioner af stoffer fra den første liste skal progressivt reduceres, mens udledninger og emissioner 
af de prioriterede farlige stoffer helt skal standses eller udfases. (Miljøstyrelsen, 2001: 9, 54) 
De prioriterede stoffer er udvalgt på baggrund af enten en almindelig risikovurdering59 eller en 
såkaldt ”målrettet risikovurdering”. En sådan skal dokumentere et stofs direkte farlighed, især 
human og akvatisk toksicitet, samt en dokumenteret vurdering af stoffets udbredelse i miljøet. 
(Miljøstyrelsen, 2001: 54-55) Ifølge Miljøstyrelsens redegørelse fra 2001 er det ikke klart i 
direktivet, hvad der adskiller de prioriterede stoffer fra de prioriterede farlige stoffer. 
(Miljøstyrelsen, 2001: 55) 11 ud af de 32 prioriterede stoffer i Vandrammedirektivet har 
hormonforstyrrende effekter. (KOM 262, 2001: 10) Datterdirektivet om de prioriterede stoffer i 
Vandrammedirektivet er endnu ikke implementeret i dansk lovgivning, og derfor er ingen af 
prioriteringslisterne endnu indskrevet i dansk lovgivning. Det er derfor uvist, hvordan stofferne vil 
blive reguleret i praksis i Danmark. (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 2006) 
Reguleringen af stofferne på listerne er dog særdeles relevant for projektets problemstilling, da flere 
af stofferne er hormonforstyrrende eller mistænkt for at være det. Ved at undersøge nærmere hvad 
Vandrammedirektivet medfører af regulering for disse stoffer vil det være muligt at få et indtryk af 
hvorvidt problemer omkring udledning af dem vil blive håndteret i den kommende regulering. 
 
Emissionsgrænseværdier 
Kommissionen har allerede i 1998 gjort klart at fastsættelse af emissionsgrænseværdier som led i 
kontrolforanstaltninger vil blive baseret på de mest effektive tilgængelige reduktionsteknikker. 
Foranstaltningerne skal være fokuseret på beskyttelse af overfladevand, og kun i mindre omfang på 
grundvand. I bilag IX fremgår det imidlertid, at grænseværdier og kvalitetsmål, der er fastsat i 
datterdirektiver til direktivet om farlige stoffer60, skal betragtes som emissionsgrænseværdier og 
miljøkvalitetskrav. (Miljøstyrelsen, 2001: 54, 56, 125)  
 
 
 
                                                 
59
 Foretaget i henhold til forordning 793/93/EØF, biociddirektivet (98/8/EØF) og direktivet om 
plantebeskyttelsesdirektivet (91/414/EØF) 
60
 Direktiv 76/464/EØF 
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Krav til stofkoncentrationer i miljøet 
For de prioriterede stoffer skal Kommissionen fastsætte krav for koncentrationer i overfladevand, 
sediment og biota. Kravene skal bruges i forbindelse med definitionen af økologisk og kemisk 
kvalitet i overfladevandsområder, og når den kombinerede fremgangsmåde skal anvendes. 
(Miljøstyrelsen, 2001: 57) 
Såfremt miljøkvalitetskravene i recipienten ikke kan overholdes, skal der stilles skærpede krav til 
udledningen. Dette skal være iværksat senest i 2012. Der gælder kortere frist for blandt andet 
renseanlæg større end 2000 PE, men det er begrundet i regler ifølge byspildevandsdirektivet61. Hvis 
ikke der allerede er krav for de relevante stoffer, skal medlemslandet fastsætte dem. (Miljøstyrelsen, 
2001: 40-41) 
Der er i Vandrammedirektivet givet mulighed for, at der for konkrete vandforekomster kan sættes 
lavere miljømål62. Det kræver, at en række forhold er opfyldt: 
• ”De miljømæssige og socioøkonomiske behov, der dækkes af sådanne menneskelige 
aktiviteter, kan ikke opfyldes af andre midler, som miljømæssigt er en væsentligt bedre 
løsning og ikke medfører miljømæssigt uforholdsmæssigt store omkostninger.  
• Medlemsstaterne sikrer med hensyn til overfladevand, at der opnås den bedst mulige 
økologiske og kemiske tilstand i betragtning af de indvirkninger, der ikke med rimelighed 
kunne være undgået på grund af de menneskelige aktiviteters eller forureningens karakter. 
• Der sker ikke yderligere forværring af tilstanden for det berørte vandområde” 
(Miljøstyrelsen, 2001: 28) 
Hvis der fastsættes lavere miljømål for en vandforekomst, må det dog ikke permanent udelukke 
muligheden for, at resten af vandområdedistriktet kan opnå god økologisk tilstand. (Miljøstyrelsen, 
2001: 31) 
For et rensningsanlæg betyder det altså, at der ved dets udledning kan stilles lavere krav til den 
økologiske og kemiske tilstand i recipienten. Muligvis kan der stilles krav om en forbedret rensning 
i anlægget, men ikke hvis det medfører uforholdsmæssigt høje omkostninger.  
 
Regulerings- og kontrolforanstaltninger 
Der skal laves ”specifikke foranstaltninger vedrørende udledninger, emissioner og tab af ”de 
prioriterede stoffer og de prioriterede farlige stoffer. Det er Kommissionen, der skal fremsætte 
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 Direktiv 91/271/EØF 
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 Mål der er fastsat i forhold til recipient type. Der er miljømål for overfladevand, grundvand og beskyttede områder. 
Målene fremgår af Vandrammedirektivets artikel 4 (Vandrammedirektivet, 2000: 9) 
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forslag til foranstaltningerne (regulering og kontrol). Der er i Vandrammedirektivet krav om, at det 
for proces- og kontrolforanstaltninger bliver på et omkostningseffektivt og rimeligt niveau. 
Kontrolforanstaltningerne, som Kommissionen foreslår for de prioriterede farlige stoffer, skal 
kunne sikre ophør af udledning, emissioner og tab af dem. (Miljøstyrelsen, 2001: 10, 55-56)  
 
Med hensyn til den egentlige forpligtigelse for medlemslandene, så er de forpligtet til at 
gennemføre de foranstaltninger, som Kommissionen pålægger dem. Men medlemslandenes pligt 
vedrører kun, at der gennemføres tiltag, som har til formål at opfylde miljømålene, men ud fra 
formuleringen i den engelske udgave af Vandrammedirektivet, er medlemslandene ikke forpligtet til 
at opfylde miljømålet vedrørende henholdsvis progressiv reduktion af prioriterede stoffer og 
udfasning af prioriterede farlige stoffer. En medlemsstat, der ikke opfylder miljømålet, men som har 
gennemført beskyttelsesforanstaltninger, vil derfor ifølge direktivet have opfyldt sin pligt. 
(Miljøstyrelsen, 2001: 22) 
Som tidligere nævnt har Kommissionen pligt til at sikre at, de specifikke foranstaltninger, som den 
foreslår for de prioriterede farlige stoffer, skal kunne opfylde miljømålet om udfasning mv. 
Forudsat at Kommissionen opfylder denne pligt, burde miljømålene dermed også blive opnået i 
medlemslandene. Men det er ikke klart, om der for foranstaltningerne vedrørende de prioriterede 
stoffer påligger Kommissionen de samme krav om, at foranstaltningerne skal kunne medføre 
opnåelse af miljømålene (Miljøstyrelsen, 2001: 56).  
Dette tyder altså på, at hverken Kommissionen eller medlemslandene kan stilles ansvarlig, hvis 
miljømålet om progressiv reduktion af udledning etc. af prioriterede stoffer ikke opfyldes. Dette er 
en klar svaghed ved listerne og stiller spørgsmål ved deres egentlige betydning.  
 
Det bliver pr. 23/10 2006 medlemslandenes pligt at sørge for udfasningen af prioriterede farlige 
stoffer. Hidtil har Europa Kommissionen haft mulighed for at fremlægge yderligere vejledning. 
Dette, mente Kaasgaard, ikke var sket. (Pers. komm. Mogens Kaasgaard, 2006 og 
Vandrammedirektivet, 2000, artikel 16 §§ 6-8) 
 
Udover listerne over prioriterede stoffer og prioriterede farlige stoffer, så skal medlemslandene 
”vedvarende reducere forureningen med andre stoffer, der kan skade vandmiljøet”. (www.mst.dk, 
30/12 2005: 2)  
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Dermed er der igen mulighed for forskelle mellem medlemslandenes regulering, men samtidigt er 
der også åbent for, at Danmark kan indføre særligt skrappe regler overfor eksempelvis 
hormonforstyrrende stoffer og stoffer, der er mistænkt for at være det. På den måde vil danske 
vandområder kunne beskyttes med hormonelle påvirkninger, såfremt politikerne ønsker at prioritere 
dem.  
 
Der er god grund til at gennemføre en skærpet beskyttelse af de danske vandløb, da de i forvejen er 
blandt de ringeste i Europa. Dette skyldes blandt andet det flade landskab og den intensive 
landbrugsdrift, der har medvirket til at øge belastningen af vandløbene. Der er i de seneste 30 år 
sket forbedringer af vandløbene, men sammenlignet med amternes planer, lever ca. 50 % af 
vandløbene og 2/3 af søerne ikke op til målsætningen. (Moe et al., 2004: 111) 
 
7.3.2 Fortynding i recipienten  
I den nuværende regulering er der to muligheder, der tager hensyn til fortynding af spildevandet, 
når det udledes til recipienten henholdsvis initialfortyndingszone og udlægning af et 
spildevandsnærområde. Definitionen af initialfortynding er imidlertid ikke særlig operationel, og 
som følge deraf anbefaler Miljøstyrelsen, at der som udgangspunkt kan regnes med faktor 10 ved 
udledning til et større vandområde. (Miljøstyrelsen, 1999: 139-140) Udlægning af et 
spildevandsområde er eksempelvis relevant, hvis der er andre kilder til udledningen end det 
pågældende rensningsanlæg. (Miljøstyrelsen, 1999: 140) 
Ulempen ved at anvende en initialfortynding er blandt andet, at virksomheder ikke tilskyndes til 
vandbesparelse, idet en nedbringelse af spildevandsmængden og dermed hastigheden i 
udledningspunktet formindsker initialfortyndingen. Derudover er den teknisk kompliceret. (Tørslev 
et al., 2002: 37) En anden ulempe ved beregningen af initialfortynding er, at renseanlæg, der har 
problemer med at overholde vandkvalitetskrav i recipienten, kan sætte en dyse på udledningsrøret. 
Således øges hastigheden for udledningen, og initialfortyndingen stiger tilsvarende. 
 
I en rapport, der er udarbejdet i forbindelse med implementering af Vandrammedirektivet, 2000: 
5andrammedirektivet, har Miljøstyrelsen anbefalet en række principper til regulering af udledning 
af miljøfremmede stoffer: 
• Fastsættelse af en administrativt fastsat blandingszone til erstatning af den hidtidigt 
anvendte fysisk definerede initialfortyndingszone 
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• Fastsættelse af krav til koncentrationen af stoffet i udledningen 
• Fastsættelse af krav til den maksimalt udledte mængde af det pågældende stof. (Tørslev et 
al., 2002: 7) 
De sidste to punkter er også indskrevet i den gældende regulering, men anvendes ikke i praksis 
jævnfør Spildevandscenter Avedøres udledningstilladelse. 
 
I Miljøstyrelsens rapport foreslås det endvidere at anvende en administrativ fastsat 
fortyndingsfaktor, en blandingszone, der svarer til et område inden for hvilket, der accepteres en 
påvirkning af miljøet, frem for at anvende begrebet initialfortynding. (Tørslev et al., 2002: 37)  
 
Blandingszonen defineres som en zone inden for hvilken, der accepteres en vis påvirkning af 
miljøet, idet det forudsættes, at udledningen sker under anvendelse af BAT. Zonens størrelse 
bestemmes ud fra en fortynding, som spildevandet opnår efter udledningen i en vis afstand fra 
udledningskilden. Fortyndingsfaktoren fastlægges ud fra et fagligt og miljømæssigt skøn, hvor der 
tages hensyn til vandområdets fortyndingskapacitet. (Tørslev et al., 2002: 7) 
Ved anvendelse af en blandingszone bør der i udledningen af enkelt stoffer stilles krav til, at 
kvalitetskravene overholdes, og at der ikke forekommer akut toksiske koncentrationer uden for 
blandingszonen. Til spildevandets samlede toksicitet bør der stilles krav om, at der som hovedregel 
ikke forekommer kronisk eller akut toksiske koncentrationer af det samlede spildevand uden for 
blandingszonen. (Tørslev et al., 2002: 44)  
 
Dette svarer i praksis til det før omtalte spildevandsnærområde. Der er dog ikke overvejelser 
omkring BAT inkluderet i en anvendelse af et spildevandsnærområde. 
 
Hvis der anvendes en fast faktor til at definere en blandingszone, kan overholdelsen af 
vandkvalitetskravet ved zonens grænse omregnes til kravværdier for enkeltstoffer i det udledte 
spildevand. (Tørslev et al., 2002: 8)  
Ved Spildevandscenter Avedøre regnes der med en fortyndingsfaktor 10, men beregninger viser, at 
fortyndingen kun er på 5-6. (Miljøstyrelsen, 1999: 140 og pers. komm. Lise Jacobsen, 2006) 
Derfor vil en fast faktor ikke være optimal, da fortyndingsfaktoren varierer afhængigt af 
recipienten. Fordelen ved at anvende en fast faktor er, at der ikke er omkostninger til beregning af 
fortyndingen. Dette mener vi ikke står mål med konsekvensen af, at kravværdier for enkeltstoffer 
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ikke tilpasses den enkelte recipient. I den nuværende regulering er kvalitetskravene i nogen grad 
tilpasset den aktuelle recipient, eftersom de fastsættes ud fra kvalitetskriterierne. 
 
Palle Sørensen påpeger, at det nuværende system med beregning af initialfortyndingszone 
udelukkende regnes ud fra udledningsrøret, og at der ikke tages hensyn til, hvilken recipient der 
udledes i. Ulempen ved dette er, at der ikke tages hensyn til de forskelle, der er i fortynding 
afhængigt af, om der udledes til et vandløb, en sø eller havet. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006) 
En fast fortyndingsfaktor vil dog heller ikke tage hensyn til recipienten, og derfor er det svært at se 
de miljømæssige fordele ved at ændre initialfortyndingszone til 
spildevandsnærområde/blandingszone. 
 
I Danmark forventer Miljøstyrelsen ikke, at Vandrammedirektivet vil medføre store forandringer 
eller en skærpelse af de krav, som anvendes i Danmark i øjeblikket. (www.mst.dk, 30/12 2005: 3) 
Hvis de nuværende krav ikke skærpes jf. Miljøstyrelsens forventning, betyder det, at der med 
indførelsen af Vandrammedirektivet ikke vil ske en forbedring i reguleringen af 
hormonforstyrrende stoffer. 
 
7.4 Regulering af lægemidler  
Syntetiske østrogener menes at være en væsentlig del af årsagen til, at der kan observeres 
hormonforstyrrelser i vandmiljøet. Derfor er det relevant at se på, hvordan disse stoffer reguleres, 
og om der er mulighed for at forbedre denne regulering. 
 
17α-ethinylestradiol (EE2) er et lægemiddel, og er derfor omfattet af særlovgivning for lægemidler. 
Retningslinjerne for denne regulering gennemgås i følgende afsnit. 
 
EU har netop vedtaget nogle nye retningslinjer for godkendelsen af nye humane og veterinære 
lægemidler, der medfører, at der fremover skal foreligge økotoksikologiske vurderinger af 
lægemidlet, før der kan gives markedsføringstilladelse. (Stuer-Lauridsen et al., 2002: 15 og 
Direktiver 2004/27/EF) 
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I Danmark reguleres lægemidler gennem EU-direktiver, som er implementeret i dansk lovgivning 
med LBK 656 af 28/07/1995. Det seneste direktiv 2004/27/EF63 der er implementeret i dansk 
lovgivning, stiller krav om at alle nye lægemidler fremover skal miljøvurderes. (Direktiv 
2004/27/EF) 
 
Ansøgning om tilladelse til markedsføring af lægemidler har hidtil krævet omfattende 
humantoksikologisk dokumentation, som også indebar fysisk-kemiske data af interesse ved en 
miljøvurdering. Disse data er imidlertid ikke offentligt tilgængelige, da de lægemiddeldata, der 
indsendes til brug for myndighedernes humantoksikologiske vurdering, er omfattet af fortrolighed 
af hensyn til medicinalvirksomhedernes patenter. (Stuer-Lauridsen et al., 2002: 16, 53) 
Der er derfor ganske få lægemidler på det danske marked, hvor der findes tilgængelige oplysninger 
om enkelte stoffers miljøkemi og økotoksikologi. Denne mangel på information skulle det nye 
direktiv gerne ændre på, men det er kun gældende for nye lægemidler og ikke lægemidler, der 
allerede findes på markedet. (Lentz, 2005:96) 
Herudover kan det diskuteres, hvor stor betydning miljøhensynet vil blive tillagt. I direktivets 
artikel 18 står følgende: ”Indvirkningen på miljøet bør undersøges, og der bør i hvert enkelt tilfælde 
indføres særlige bestemmelser med henblik på at begrænse den. Indvirkningen må dog ikke være et 
kriterium for at afslå at give markedsføringstilladelse” (Direktiv 2004/27/EF: 3).  
Dette betyder, at der skal være information om lægemidlets miljøeffekt, men samtidigt er det ikke 
muligt at afvise markedsføring af et nyt lægemiddel på baggrund af dets miljøskadelige effekt. 
 
Lægemiddelstyrelsen påpeger derudover, at risk/benefit vurdering, hvor risikoen for bivirkninger 
vejes op over for lægemidlets virkning, er en vigtig del af godkendelsen. 
(http://www.laegemiddelstyrelsen.dk/db/filarkiv/4905/Godkendelse_laegemidler.pdf 25/4 2006)  
Så selvom både sundhed og miljø fremover spiller en rolle ved markedsføringstilladelser, er det 
svært at forudsige om, hvordan dette vægtes i forhold til medicinal industriens udvikling. Især 
miljøet kan tænkes at blive nedprioriteret.  
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Hospitalsspildevand 
Udledning af lægemidler kommer fra 3 væsentlige kilder: 1) Virksomheder der fremstiller 
lægemidler, 2) Hospitaler og andre behandlingscentre og 3) privat husholdning. (Stuer-Lauridsen et 
al., 2002: 31) 
 
De fleste medicinalvirksomheder har i nogen grad intern forrensning af processpildevand inden det 
udledes til det offentlige kloaknet eller en recipient (Stuer-Lauridsen et al., 2002: 31). 
Medicinalvirksomheder skal som alle øvrige industrier have tilslutningstilladelse, før deres 
spildevand kan afledes til det kommunale kloaksystem. (Miljøstyrelsen, 2002: 10) Tilslutning af 
spildevand fra hospitaler og andre behandlingscentre kræver en tilslutningstilladelse med specifikke 
vilkår64 (Miljøstyrelsen, 1999: 39). Spildevand fra den private husholdning skal ledes til det 
offentlige rensningsanlæg. Der er tilslutningspligt, men der skal ikke gives tilslutningstilladelse. 
(Miljøstyrelsen, 1999: 39) 
 
Ifølge Miljøstyrelsens vejledning nr. 5, 1999 anses spildevand fra eksempelvis sygehuse ikke som 
almindeligt husholdningsspildevand, og der skal derfor laves en tilslutningstilladelse med 
specifikke vilkår. (Miljøstyrelsen, 1999: 39)  
Ifølge Lentz (2005) er det en generel konsensus i flere kommuner, at sanitært spildevand fra 
sygehuse kan betragtes som almindelig sanitært spildevand, hvilket strider imod Miljøstyrelsens 
vejledning nr. 5. Derudover havde ingen af kommunerne på daværende tidspunkt kendskab til, at 
Miljøstyrelsens vejledning 5 nævner, at sygehuse skal have en tilslutningstilladelse med specifikke 
vilkår, og kun seks ud af 31 af landets største hospitaler har en kapitel 4 tilslutningstilladelse. 
(Lentz, 2005: 85-87)  
 
Ifølge vejledningen bør det vurderes om eventuelle lægemiddelstoffer i spildevand kan medføre 
specifikke uønskede effekter. (Miljøstyrelsen, 2002: 17ff) 
 
Medicinalstoffer, der udledes til miljøet med spildevand, er reguleret af bkg. 921, men for at kunne 
fastsætte et vandkvalitetskriterium er det nødvendigt at have kendskab til stoffets kemiske og 
økotoksikologiske effekter. Sådanne informationer om lægemidler er i de fleste tilfælde patenterede 
og derfor ikke tilgængelige for miljømyndighederne. Som det fremgår af ovenstående, vil 
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informationskravet for nye medicinalstoffer blive udvidet, men det vil ikke være krav for at opnå en 
markedsføringstilladelse. Dermed vil informationsniveauet formodentligt blive udbygget i forhold 
til det nuværende kendskab til miljøeffekter af lægemidler, men om det vil være tilstrækkeligt til 
reelt at begynde en regulering af stofferne er ikke klart. 
 
7.4.1 Strategi for hormonforstyrrende stoffer  
Der er i EU udformet en strategi for hormonforstyrrende stoffer. Rådet vedtog en række 
rådskonklusioner, hvor blandt andet forsigtighedsprincippet blev understreget, og det blev 
fremhævet, at der bør udvikles hurtig og effektiv risikostyring for hormonforstyrrende stoffer. 
(Teknologirådet, 2002: 167) 
Som en del af strategien blev der udarbejdet en liste over kemiske stoffer, der yderligere skal 
undersøges, og for hvilke risikovurderingen skal fremskyndes. (Teknologirådet, 2002: 167) Listen 
indeholder 118 stoffer, der anses for at være hormonforstyrrende eller potentielt 
hormonforstyrrende, og 9 syntetiske/naturlige hormoner. 109 af de 118 stoffer er allerede forbudte 
eller undergivet stærke restriktioner i de gældende EU-regler. De sidste 9 stoffer på listen er 
hormonstoffer, der er forbudte til anvendelse som vækstfremmere. Disse 9 stoffer skal gennem en 
udførlig vurdering. Derudover vil østron, ethinyløstradiol og østradiol blive vurderet med henblik 
på opdatering af dokumentationen om miljøeksponering og effekter fra disse stoffer. 46 af de 118 
stoffer er risikovurderede.  (KOM 262, 2001: 5, 6)  
 
Der skal udvikles EU-klassificering, overvågningsprogrammer og klarlægges kritiske 
forbrugerforhold. Herudover skal der udvikles testsystemer til at identificere stoffer med 
hormonforstyrrende effekter, forskes i mekanismerne bag hormonforstyrrende effekter og findes 
substitutions-stoffer for de hormonforstyrrende stoffer. Kommissionen og eksperter fra 
medlemslandene deltager i OECD’s arbejdsgruppe om hormonforstyrrende stoffer med henblik på 
at udvikle en internationalt harmoniseret teststrategi og overvåge arbejdet i de grupper, der har til 
opgave at udvikle nye anerkendte testmetoder for sundheds- og miljøeffekter. (KOM 262, 2001: 8)  
Der eksisterer på nuværende tidspunkt både reagensglas- og heldyrssystemer til undersøgelse af 
hormonforstyrrende virkninger, men da de to typer af systemer ikke nødvendigvis giver samme 
resultat, er det vigtigt at slå fast, at der ikke eksisterer en veldefineret og alment accepteret metode 
til at påvise, om et givet kemikalie har en bestemt hormonforstyrrende effekt eller ej. (Bjerregaard, 
2005: 209) 
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Ifølge Miljøstyrelsen findes der endnu ikke en anerkendt teststrategi/metode til at kortlægge og 
vurdere hormonforstyrrende stoffer. (Pers. komm. Karin Dahlgren, 2006)  
Og ifølge Kommissionens meddelelse ”kan der kun lovgives med henblik på at beskytte mennesker 
og miljø mod risiko ved hormonforstyrrende stoffer, hvis der findes anerkendte 
teststrategier/metoder til kortlægning og vurdering af disse stoffer” (Citat: KOM 262, 2001: 8) 
 
Der er dog fastsat kvalitetskrav for Liste 1-stoffer, hvoraf 12 anses for at være hormonforstyrrende. 
Disse kvalitetskrav er dog ikke fastsat ud fra stoffernes hormonforstyrrende effekter. (Bkg. 921, 
1996: 5 ff. og www.mst.dk d. 24/3 2006: 1-5)  
 
Desuden skal styringsinstrumenterne i den eksisterende regulering vurderes, og der skal indarbejdes 
hormonforstyrrende effekter. (Teknologirådet, 2002: 167-168) 
 
Det er vigtigt at bemærke, at der i EU's strategi for hormonforstyrrende stoffer reguleres på både 
industrikemikalier med hormonforstyrrende effekt samt naturlige og syntetiske hormoner. Dette er i 
stærk modsætning til den danske lovgivning, der kun regulerer på industrikemikalierne. 
Miljøeffekter af udskilte (fra kroppen) syntetiske og naturlige hormoner reguleres ikke, og det er 
relativt nyt, at der for nye medicinalstoffer skal dokumenteres for miljøeffekter, før der kan gives en 
markedsføringstilladelse. (Direktiv 2004/27/EF) 
Strategien har ikke præget hverken den danske lovgivning eller Vandrammedirektivet, og har derfor 
tilsyneladende ikke haft nogen betydning, udover det rent politiske signal om at politikkerne har 
handlet på området.  
 
Kemikalielovgivning har hverken i EU eller Danmark gennemført særlige regler med henblik på 
hormonforstyrrende stoffer som gruppe, men den hormonforstyrrende virkning opfanges i et vist 
omfang af allerede eksisterende regler. Efter regler om klassificering og mærkning af farlige stoffer 
indgår hormonforstyrrende virkning i nogen grad i de kriterier, som er afgørende for, om et stof skal 
klassificeres som farligt (EU’s direktiv 67/548). Ved godkendelse af plantebeskyttelse midler (EU’s 
direktiv 91/414, udbygget med direktiv 97/57) indgår den hormonforstyrrende virkning blandt 
kriterierne, som har betydning for om et stof godkendes. (Teknologirådet, 2002: 187) 
Hormonforstyrrende stoffer er dog ikke nævnt direkte i nogen af direktiverne, men de nævnes 
indirekte, eftersom stoffer, der medfører reduceret forplantningsevne, skal klassificeres som 
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reproduktionstoksiske. Derudover indgår det indirekte ved klassificering af stoffer som 
kræftfremkaldende og miljøskadelige. (Teknologirådet, 2002: 187) 
 
7.5 Deldiskussion  
Miljøbeskyttelsesloven indeholder et generelt forbud mod at udlede forurenende stoffer til 
vandmiljøet. Der kan dog opnås tilladelse, hvis den pågældende virksomhed får/har en 
tilslutningstilladelse til det offentlige spildevandssystem. Kommunen kan påbyde virksomheden en 
ny afledningstilladelse, hvis der fremkommer ny viden om farlige stoffer. Derved er der mulighed 
for at regulere på virksomheders udledning af bestemte stoffer, for eksempel hvis det viser sig, at 
stoffet er hormonforstyrrende. 
 
Det er vigtigt, at der udføres tests både på samlet spildevand men også på enkelt stoffer. Ved test på 
enkelte stoffer kan toksiciteten undersøges, og dermed hvor meget, der højst bør udledes af dette. 
De samlede tests er mest anvendelige til at frikende en stofblanding, eftersom effekterne ikke med 
sikkerhed kan tilskrives et bestemt stof, men også kan være forårsaget af kombinationer af stoffer. 
Metoden kan derimod anvendes til at konstatere, at spildevandet ikke medfører effekter i 
renseanlægget, eller den kan bruges til at konkludere, at spildevandet er relativt uskadeligt i 
recipienten. Såfremt der observeres effekter af det blandede spildevand, er det dog nødvendigt med 
flere tests, før det kan identificeres hvilket stof, der medfører effekterne. 
 
Stoffer, der er klassificeret som ”giftig for organismer i vandmiljøet; kan forårsage uønskede 
langtidsvirkninger i vandmiljøet” bliver som tidligere nævnt ikke klassificeret som A-stof. Det vil 
sige, at stofferne hverken reguleres for at begrænse anvendelsen eller udfase stofferne fra 
produktion, selvom de er markeret med de pågældende R-sætninger, og derfor ikke bør udledes til 
miljøet. Herudover fastsættes R-sætninger kun for industrikemikalier, hvilket vil sige, at der ikke er 
nogen regulering af virksomheders udledning af naturlige og syntetiske østrogener.  
Dette kan dog ske gennem rensningsanlæggets udledningstilladelse. I bkg. 921 lægges der op til en 
striks regulering af hormonforstyrrende stoffer, fordi nogle af disse er fosterskadende, og dermed 
indgår under bekendtgørelsens bestemmelser. Intentionen med bekendtgørelsen er, at alle 
problematiske stoffer skal reguleres; også stoffer der ikke er på listerne (Pers. komm. Palle 
Sørensen, 2006). 
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Ifølge Palle Sørensen er syntetiske østrogener også omfattet af bkg. 921 i det øjeblik de udledes til 
miljøet med spildevand (forudsat at de er fosterskadende). Men for at der kan reguleres på stofferne 
ved eksempelvis at stille krav om det i renseanlæggets udledningstilladelse kræves det, at det 
pågældende amt kan observere stofferne i miljøet, hvorved amtet har grundlag for at fastsætte et 
kvalitetskriterium, eller at Miljøstyrelsen fastsætter et kvalitetskriterium. Ifølge Palle Sørensen er 
der indtil nu ikke stillet krav omkring udledning af specifikke stoffer fra et rensningsanlæg. Dette 
har mest været anvendt ved udledning fra afværgepumpninger eksempelvis fra forurenede grunde. 
Hvis det observeres, at hormonforstyrrende stoffer medfører en reduktion af en population i 
recipienten, er det nødvendigt at regulere for stofferne i renseanlægs udledningstilladelser for at 
handle i overensstemmelse med bkg. 921. Feminisering af fisk kunne resultere i en sådan reduktion, 
da det kunne tænkes at påvirke populationens reproduktion. Der er endnu ikke lavet undersøgelser, 
der viser effekten på en population efter sådanne forandringer, og der er ifølge Miljøstyrelsen heller 
ikke stofkoncentrationer, der er høje nok til at forårsage de pågældende effekter. Miljøstyrelsen har 
imidlertid ikke fundet årsagen til kønsforandringerne, der blev fundet i fisk i undersøgelsen fra 
Århus Amt i 2001.  
Traditionelt har den danske miljøregulering taget udgangspunkt i observerede miljøeffekter, og 
derefter er der blevet reguleret for at reducere effekterne (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006). Der er 
imidlertid behov for at kende årsagen til effekterne før der kan lovgives på området. De observerede 
effekterne, mener vi, er alvorlige nok til at tilføje naturlige og syntetiske østrogener til NOVANA 
programmet, og iværksætte flere undersøgelser for at afklare, om der er sket tilsvarende 
forandringer i fiskepopulationer andre steder i Danmark. Dette lægger op til en mere progressiv 
miljøregulering. 
 
Lovgivning i Danmark lægger ikke direkte op til, at der reguleres for hormonforstyrrende stoffer. I 
ABC-liste systemet, der anvendes ved tilslutningstilladelser, inddrages reproduktionsskadelige 
stoffer, men øvrige hormonforstyrrende effekter er ikke omfattet. Der er fastsat en række 
kvalitetskriterier for flere stoffer, der menes at være hormonforstyrrende, men disse er ikke fastsat 
på baggrund af deres hormonforstyrrende effekt. Hele kemikalieloven nævner slet ikke 
hormonforstyrrende effekter eller stoffer.  
Årsagen til denne mangel på regulering skyldes blandt andet, at observationer af 
hormonforstyrrelser er relativt nye. Derudover afviser Miljøstyrelsen, at stoffernes koncentrationer i 
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miljøet er et problem og medfører utilsigtede effekter. Regulering vanskeliggøres yderligere af, at 
hormonforstyrrende stoffer ikke er en kemisk afgrænset gruppe. 
  
Der er i Spildevandscenter Avedøres udledningstilladelse ikke en redegørelse for, hvordan § 9 stk. 1 
overholdes, sådan som det anbefales i Miljøstyrelsens vejledning. I stedet stilles der krav om, at 
”der ikke må ske skade på recipienten”. Denne formulering er relativt uanvendelig for 
spildevandscenteret, og samtidigt placerer Københavns Amt hele ansvaret hos dem. Der er i 
tilladelsen heller ikke fastsat krav for koncentration eller mængde af miljøfremmede stoffer, der må 
udledes. Det betyder, at spildevandscenteret selv skal vurdere, om deres udledning skader miljøet. 
Mogens Kaasgaard fra Miljøstyrelsen forklarer, at der kun skal stilles krav, hvis der er behov for 
det, og at det ikke er aktuelt i Avedøre, fordi der udledes til en stor recipient med meget fortynding. 
På trods af lovens meget strikse formulering er det lykkedes amtet at formulere en uanvendelig og 
upræcis udledningstilladelse, som ikke engang opfylder de krav, der anbefales i Miljøstyrelsens 
vejledning. Palle Sørensen forklarede, at der er mange tolkningsmuligheder i lovgivningen, som det 
ville være hensynsmæssigt for amterne, hvis Miljøstyrelsen tog stilling til. Dette ville eksempelvis 
være relevant i forbindelse med tolkningen af § 9 stk. 1 i bkg. nr. 921, hvor der er væsentlig forskel 
på den praktiske forvaltning, formuleringen af loven og Miljøstyrelsens vejledning, som oven i 
købet er forskellig fra styrelsens holdning i praksis. 
Det er vanskeligt at se pointen med at formulere kvalitetskrav for miljøfremmede stoffer, hvis de 
kun anvendes til at sammenligne moniteringsresultater med (NOVANA programmet), men ikke 
leder til egentlige krav til rensningsanlægget.  
 
I forbindelse med amternes overvågning af rensningsanlæggene observeres der af og til 
overskridelser af vandkvalitetskravene. Hvis dette observeres mere end én gang bliver amtet nødt til 
at tage stilling til overskridelsen. Observationerne foretages ud fra ugelange flowprøver, og hvis et 
kvalitetskrav overskrides, må det nødvendigvis antages, at overskridelsen har varet hele ugen. Dette 
fører dog ikke nødvendigvis til restriktioner over for rensningsanlægget. Først skal det vurderes på 
hvilket grundlag kvalitetskravet og det forudgående kvalitetskriterium er fastsat. Hvis der 
eksempelvis er langtidstests, der forløber over 4-7 dage, som en del af grundlaget for kriteriet, må 
det antages, at der er sket en skade i recipienten eftersom koncentrationen har været overskredet i en 
ugeprøve. Så er det nødvendigt at indføre restriktionerne over for rensningsanlægget eksempelvis i 
form af øget monitering. Hvis grundlaget for kvalitetskriteriet derimod er relativt svagt, og der 
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derfor har været anvendt en stor sikkerhedsfaktor ved beregningen af det, er der ikke umiddelbart 
grundlag for at fortolke overskridelsen strengt. (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006) Det ville være 
oplagt, at Miljøstyrelsen skulle tage stilling til, om dette skal være den generelle fremgangsmåde. 
  
Anvendelse af BAT kan medføre skærpede krav for industri og rensningsanlæg, men ved 
rensningsanlæg er det for at opnå et generelt bedre miljø og ikke for at fjerne bestemte stoffer for 
eksempel østrogene stoffer. Palle Sørensen mener, at indførselen af BAT kan medføre gode ideer, 
og at nogle af dem udføres i praksis. 
 
Eftersom amter kun kan fastsætte vandkvalitetskriterier på baggrund af observationer i miljøet, 
betyder det i praksis, at der kun kan laves kriterier ud fra moniterings stofferne i NOVANA 
programmet. Stofferne, der overvåges i NOVANA programmet, afgøres af Miljøstyrelsen. Der 
ændres løbende på moniteringsstofferne, eksempelvis fjernes et stof fra programmet, hvis det efter 
få år ikke er observeret i målbare koncentrationer (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006). Det betyder, 
at Miljøstyrelsen kan vælge at tilføje hormonforstyrrende stoffer for eksempel syntetiske østrogener 
til NOVANA. På den måde ville informationerne om stofferne og deres effekt blive væsentligt 
forbedret. I betragtning af at det også er Miljøstyrelsen, der afgør om der er tilstrækkelig 
dokumentation til at regulere for stofferne i tilslutningstilladelser til virksomheder, og at det endnu 
ikke har været muligt at forklare kønsforandringerne i fiskene, der blev observeret i Århus Amt, 
burde der være rigeligt med motivation for Miljøstyrelsen til at lægge fokus på hormonforstyrrende 
stoffer, for på den måde muligvis at komme nærmere en forklaring på de observerede 
hormonforstyrrelser. Kombineres der med de nye miljøkvalitetskrav, der implementeres som en del 
af Vandrammedirektivet, og som også indebærer biologiske parametre, er der belæg for at 
undersøge, om der er tilsvarende kønsforstyrrelser i fiskepopulationer andre steder i landet. 
Miljøkvalitetskrav forbedrer reguleringen, idet der stilles krav til både kemiske og biologiske 
parametre i forhold til, at der hidtil kun har været kemiske krav. De biologiske parametre vil kunne 
beskrive længevarende forandringer end de kemiske parametre. 
Kvalitetskriterier, der er formuleret af et amt, er kun gældende i det enkelte amt (Pers. komm. Palle 
Sørensen, 2006). Derved er der mulighed for variationer mellem kvalitetskriterier for det samme 
stof afhængigt af hvilket amt, der tages udgangspunkt i. Kvalitetskriterier fastsat af Miljøstyrelsen 
er derimod landsdækkende. Vi mener, det er en svaghed ved den danske miljøregulering af 
kemikalier, at amterne hver især selv skal formulere kvalitetskriterier.  
Østrogene stoffer i spildevand 
 114 
8 Rensning af spildevand for østrogene stoffer  
De anvendte renseteknikker og indholdet af det tilledte spildevand varierer i danske renseanlæg. I 
dette afsnit fokuseres først og fremmest på de typisk anvendte procestrin og renseteknikker, og 
deres effektivitet i forhold til fjernelse af østrogene stoffer. De renseeffektive procestrin gennemgås 
efterfølgende. Derefter gennemgås alternative renseteknikker, der normalt ikke anvendes i de 
kommunale renseanlæg, men som ud fra undersøgelser vurderes effektive til at fjerne østrogene 
stoffer, og potentielt kan finde anvendelse i danske renseanlæg.  
Efterfølgende beskrives de hormonforstyrrende stoffers skæbne på deres vej gennem renseanlægget. 
   
Afsnittet 8.5 har til formål at belyse hvilke renseteknikker, der er egnede med henblik på at 
nedbringe mængden af østrogene stoffer i udledt spildevand. På baggrund af dette afsnit  findes 
frem til en række af potentielt anvendelige renseteknikker til brug på danske renseanlæg. 
 
8.1.1 Spildevandssektoren   
Spildevand kommer fra husholdninger, industri og institutioner. Derudover tilføres regnvand fra 
tage, veje og andre befæstede arealer, og indholdet af spildevandet i renseanlægget afhænger derfor 
af sammensætningen af oplandet. Vandet ledes via kloaknettet til et renseanlæg, hvorfra det efter 
rensning udledes til en nærliggende recipient. Den samlede belastning er i Danmark 8.000.000 PE, 
og belastningen fra industrispildevand udgør dermed ca. 3 mio. PE. (Miljøstyrelsen, 2005b: 12) 
Rensningen af spildevand har ændret sig betydeligt gennem tiden og er løbende blevet udvidet, 
forbedret og effektiviseret. Det er fortsat nødvendigt med en løbende tilpasning af renseanlæggene 
til spildevandets sammensætning, da nye sundheds- og miljøskadelige stoffer i spildevand opdages 
med jævne mellemrum. Eksempler herpå er tungmetaller, store mængder af overskydende 
næringsstoffer fra landbrug, pesticidrester og hormonforstyrrende stoffer.  
 
Igennem de seneste år er en stor del af de danske rensningsanlæggene blevet nedlagt. Af tabel 8.1 
fremgår udviklingen i antallet af renseanlæg fra 1989 til 2004. (Miljøstyrelsen, 2005a: 10 og 
www.mst.dk(a)) 
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Tabel 8.1: Udviklingen i antallet af renseanlæg med en belastning over 30 PE i Danmark fra 1989 til 2003  
(Miljøstyrelsen, 2005a: 10 og www.mst.dk(a)). 
År 1989 1999 2002 2003 2004 
Antal renseanlæg 1980 1409 1267 1240 1193 
 
I 2004 var der 237 private renseanlæg, som er små mekaniske eller biologiske anlæg og modtager 
omkring 1 % af den samlede spildevandsmængde. Rensningen foregår i dag på færre men større 
anlæg med højere kapacitet (Miljøstyrelsen, 2005b: 12), og derfor er det vigtigt, at rensningen her er 
effektiv. Et eksempel på et stort renseanlæg er Spildevandscenter Avedøre (Se afsnit 5). Tabel 8.2 
nedenfor giver en oversigt over størrelsesfordelingen af renseanlæggene herhjemme. Heraf ses det, 
at det i 2003 var de 30 anlæg med en kapacitet over 100.000 PE, der rensede 51 % af spildevandet, 
mens de 1110 anlæg med en kapacitet på under 15.000 PE stod for rensning af blot 6 % af 
spildevandet.  
 
Tabel 8.2: Størrelsesfordeling af renseanlæg i Danmark 2003 (Miljøstyrelsen, 2005a: 10). 
 
Ud fra tabel 8.2 ses det, at det primært er i de store, avancerede renseanlæg, at rensningen af 
spildevandet skal være effektiv. Alligevel påvises problemer i vandmiljøet med miljøfremmede 
stoffer fra spildevandsudledning (Lentz, 2005: 78). Udledning af miljøfremmede stoffer fra små, 
mindre avancerede anlæg er tydelige på trods af den relativt mindre spildevandsmængde, der 
udledes herfra (Serviceeftersyn af vandsektoren, 2005). I Miljøstyrelsens kortlægning vurderes det, 
at problemerne med udledning af østrogene stoffer oftest er lokale og tilknyttet lokale udledninger 
fra mindre avancerede renseanlæg (Stuer-Lauridsen et al., 2005). Der er imidlertid også fundet 
østrogener i spildevand fra større anlæg, eksempelvis fra Lynettefællesskabet I/S, der er Danmarks 
største anlæg. (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006) I tabel 8.3 herunder ses fordelingen af 
spildevandet på renseanlæg af forskellig type. I tiden før vandmiljøplan I fra 1987 blev kun ganske 
lidt af den samlede spildevandsmængde renset på avancerede anlæg, mens 67 % blev renset 
mekanisk og biologisk. Allerede i 1993 var de mere avancerede MBNDK-anlæg aftagere af 
størstedelen af spildevandet, og i dag renses ca. 90 % i disse anlæg. (Miljøstyrelsem, 2005b: 12)) At 
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disse store renseanlæg er i stand til at fjerne østrogene stoffer fra spildevandet er derfor vigtigst, 
men jf. ovenstående nytter det ikke at se helt bort fra bidraget fra de mindre renseanlæg, der kan 
spille en stor rolle lokalt.  
 
Tabel 8.3: Spildevandsmængden (i %) fordelt over typer af renseanlæg. U: Urenset, M: Mekanisk, MK: 
Mekanisk/Kemisk, MB: Mekanisk/Biologisk, MBK: Mekanisk/Biologisk/Kemisk, MBND(K): 
Mekanisk/Biologisk/Nitrifikation/Denitrifikation(/Kemisk). Før VMP: Inden vedtagelsen af vandmiljøplan I i 1987. 
(Miljøstyrelsen, 2005b: 12) 
 
 
8.2 Overløb  
Kapaciteten til opbevaring af spildevand er på nogle tidspunkter af året utilstrækkelig. Den tilledte 
mængde spildevand til et renseanlæg afhænger af nedbørsmængden, og kraftig nedbør kan resultere 
i overløb fra opbevaringsbassiner, hvorefter urenset spildevandet ender i recipienten. Der var i 2004 
15.518 overløbshændelser. I et normalår udledes der 187.392 mio. m3 urenset spildevand til 
recipienter. Især overløbsfrekvenser men også overløbsmængder får opmærksomhed i forvaltningen 
af renseanlæg, da der kan forekomme klare skadevirkninger i recipienten fra næringsstoffer og 
miljøfremmede stoffer som følge af en regnbetinget overbelastning. En løsning er at udvide 
opbevaringskapaciteten i form af ekstra bassiner på det enkelte renseanlæg. For eksempel er overløb 
et problem på Spildevandscenter Avedøre (Pers. komm. Stig Dalum, 2005). 
Eventuelle miljøfremmede stoffer har altså også på de største og mest avancerede renseanlæg en 
mulighed for at ende i recipienten. På landsplan udgør mængden af COD udledt via overløbsvand 
24 % af den samlede COD-udledning herhjemme (Miljøstyrelsen, 2005b: 27). Det må antages, at 
overløb kan bidrage betydeligt til udledningen af miljøfremmede stoffer. 
 
8.3 Østrogene stoffer og deres vej til renseanlægget  
Spildevandets sammensætning ændrer sig løbende som følge af et varierende indhold af kemiske 
stoffer i industri- og forbrugsprodukter, der hele tiden er under udvikling. Østrogene stoffer, er i de 
seneste år, ofte blevet sporet i indsamlede spildevands- og miljøprøver (Andersen et al., 2004: 11), 
og fra statslig side fokuseres der mere på disse stoffer end førhen. Miljøstyrelsen har i de seneste 5-
10 år udgivet flere rapporter om omfang og detektion af østrogene stoffer i vandmiljøet (Toppari et 
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al., 1995, Kinnberg, 2003, Kjølholt et al., 2003, Andersen et al., 2004, Stuer-Lauridsen et al., 2005 
og 2006) 
 
I husholdningsspildevand er det især naturlige og syntetiske østrogener, der udgør den østrogene 
aktivitet. Tidligere har udledning af husholdningsspildevand fra ejendomme i det åbne land udgjort 
et væsentligt problem. Rensningen af spildevand i det åbne land er imidlertid blevet forbedret via 
kommuners spildevandsplaner, og skal i de kommende år forbedres yderligere (Miljøstyrlesen, 
2005(b): 33). Kjølholt et al. (2006) konkluderer, at vand fra septiktanke indeholder østrogen 
aktivitet i koncentrationer 10-100 gange højere end fundne effektniveauer og kræver betydelig 
fortynding for at nå under effektgrænsen (Kjølholt et al., 2006: 10).  
 
Spildevand fra hospitaler med et indhold af medicinalrester er endnu en kilde til østrogene stoffer i 
renseanlægget. Hospitaler skal have en tilslutningstilladelse til kloaknettet, men kun få hospitaler 
har en tilladelse (Lentz, 2005: 87), og udledningen af spildevand fra hospitaler er ikke blevet 
standset af den grund. Kommunernes Landsforening erkender, at der har været manglende fokus på 
problemet, men henviser til, at Miljøstyrelsens spildevandsvejledning ikke lægger særlig vægt på 
problemet (Rothenborg, 2005). Undersøgelser af SA og Usserød renseanlæg har opgjort bidraget af 
østrogen aktivitet fra xeno-østrogener til 5-20 %. (Andersen et al., 2004: 20) 
 
8.4 Processer i renseanlægget og renseeffektivitet over for østrogene stoffer  
I afsnitte gøres først rede for undersøgelser af koncentrationer af østrogene stoffer, målt i ind- og 
udløb fra renseanlæg for at undersøge bidraget af disse stoffer i vandmiljøet fra renseanlæg. 
Herunder også på hvilken form stofferne befinder sig undervejs til og i selve renseanlægget.  
Efterfølgende gennemgås processerne i et MBNDK-renseanlæg, der står for rensningen af 90 % af 
spildevandet i Danmark. Disse rensetrin spiller hver deres rolle i rensningen af spildevand, og dette 
afsnit skal bruges til at afklare, hvilken rolle de respektive trin spiller i rensningen for østrogene 
stoffer. Under hvert rensetrin gøres rede for renseeffektiviteten over for østrogene stoffer.  
 
8.4.1 Østrogenudledning fra renseanlæg  
Ved udledning med husholdningsspildevand findes de naturlige østrogener E1, E2 samt det 
syntetiske østrogen EE2 på den inaktive, konjugerede form, men der måles østrogen aktivitet i 
Østrogene stoffer i spildevand 
 118 
spildevand efter rensning og i recipienten. Hvilket betyder at der et sted undervejs fra kilden til 
recipienten sker der en genaktivering af østrogenerne. Der har tidligere været forskellige 
forklaringer på, hvor i spildevandets kredsløb denne dekonjugering finder sted, men der er generel 
enighed i litteraturen om, at denne genaktivering sker som følge af passagen gennem renseanlægget 
(D’Ascenzo et al., 2003), dog er en vis genaktivering af østrogener blevet påvist allerede i 
kloaksystemet (D’Ascenzo et al., 2003). De genaktiverede østrogener fjernes til en vis grad i 
renseanlægget, og den østrogene aktivitet i det rensede spildevand, der forlader renseanlægget, er 
typisk meget lavere end i det urensede spildevand (Andersen et al, 2004, Nygaard et al., 2004, 
D’Ascenzo et al., 2003). Flere undersøgelser viser en lav og ubetydelig østrogen aktivitet i det 
spildevand, som udledes fra renseanlæg, mens der i andre undersøgelser er påvist høj østrogen 
aktivitet af renset spildevand. Også i recipienten er det muligt at påvise østrogen aktivitet. 
(Andersen et al., 2004 og Stuer-Lauridsen et al., 2005)  
 
Allerede midt i 1990’erne blev det påvist, at xenoøstrogenerne octylphenol og nonylphenol kan 
passere gennem renseanlæg og ud i det akvatiske miljø (Ahel et al., 1994a,b). For nylig har 
målinger af østrogen aktivitet i danske recipienter vist samme tendens. Her kunne indløbsmålinger 
til renseanlæg ikke skelnes fra udløbsmålinger, hvilket indikerer, at østrogene stoffer rimeligt 
uhindret kan passere mindre avanceret renseanlæg (M/K- og MB/K-anlæg). Stuer-Lauridsen et al. 
(2005) konkluderer i samme undersøgelse, at der ikke er et generelt problem med østrogene stoffer i 
udledt spildevand fra renseanlæggene i Danmark. (Stuer-Lauridsen et al., 2005) Dette er i 
overensstemmelse med Christiansen et al. (2002) der i udløb fra de mere avancerede MBNDK- og 
MBND-anlæg med nitrifikation/denitrifikation finder at indholdet af østrogenlignenede stoffer 
typisk er i størrelsesorden et par ng/L. Målinger i recipienten ved en station nedstrøms udledningen 
fra de undersøgte renseanlæg viste imidlertid i 70 % af tilfældene en højere østrogen aktivitet end 
målinger ved selve udløbsstedet (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 90). Dette skyldes muligvis, at ikke 
alle stofferne dekonjugeres og genaktiveres allerede i renseanlægget, men at dette først sker i 
recipienten (Pers. komm. Jette Wille Lentz, 2005). I så fald har stofferne mulighed for at påvirke 
recipienten, selvom der måles lav østrogen aktivitet i udløbet.  
 
Ved en undersøgelse i Voel Bæk i Århus Amt fra 2000 påvistes E1, E2, EE2, DEHP og 
nonylphenoler i problematiske koncentrationer. Spildevandsprøver blev taget i udløbet på Voel 
renseanlæg, et MBNK-anlæg. E1 fandtes i 4 ud af 5 spildevandsprøver i koncentrationer op til 14 
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ng/l. E2 påvistes i 3 ud af 5 spildevandsprøver alle i en koncentration under 1,8 ng/l. EE2 påvistes i 
2 ud af 5 spildevandsprøver begge under 2,8 ng/l. Plastblødgøreren DEHP overskred 
vandkvalitetskriterierne i alle prøver, mens nonylphenoler fandtes i koncentrationer på henholdsvis 
1,4 og 1,5 mikrogram/l. (Plesner, 2003: 5) 
 
I en svensk undersøgelse observeredes den største fjernelse af østrogene stoffer i renseanlæg med 
både biologisk og kemisk rensning samt nitrifikation og denitrifikation (Svenson et al., 2003). 
D’Ascenzo et al. (2003) målte udvalgte østrogene stoffers koncentration i henholdsvis renset og 
urenset spildevand. Ved indløbet til renseanlægget var de dominerende stoffer frie østrogener og 
sulfatkonjugerede østrogener. I selve renseanlægget påvistes i undersøgelsen en fjernelse af 
glucuronidkonjugerede østrogener med en effektivitet på 84-97 %. Dog med undtagelse af østron 
der fjernedes med 61 %. (D’Ascenzo et al., 2003) 
 
Individuelle forskelle i stoffernes nedbrydningshastighed i renseanlæg er blevet påvist, blandt andet 
hos Baronti et al. (2000), hvor der generelt var en god fjernelse af E2 og EE2, mens E1 i nogle 
tilfælde fandtes i højere koncentrationer i udløbet end i indløbet (Baronti et al., 2000). Der er i 
litteraturen blevet opstillet hypoteser omkring disse variationer (D’Ascenzo et al., 2003), men der 
mangler endnu afklarende undersøgelser. Det er derfor fortsat vanskeligt at pege på en enkelt 
renseløsning som generelt anvendelig i forhold til alle østrogene stoffer.  
 
I tabel 8.4 ses resultater fra en række undersøgelser af indholdet af naturlige østrogener. I flere af 
undersøgelserne findes koncentrationer der overskrider fundne effektniveauer. 
 
Tabel 8.4: Fund af østrogener i indløb og udløb fra renseanlæg. Enheden er E2-ækvivalenter i ng/l (Kjølholt et al., 
2003: 14). 
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Analysekemiske data for xeno-østrogener (blandt andet phenoler og bisphenol-A) i renset 
spildevand fra renseanlæg er inkluderet i NOVA 2003 og NOVANA-moniteringen.  
I nedenstående tabel 8.5 ses fund af udvalgte xeno-østrogener i indløbs- og udløbsvand fra 
renseanlæg.  
 
Tabel 8.5: Fund af xeno-østrogener i indløb og udløb fra renseanlæg (Kjølholt et al., 2003: 16). 
 
 
Det vurderes, at xeno-østrogener bidrager med 10-50 % af den samlede østrogene aktivitet (Kjølholt 
et al., 2003: 15) og bidrag på 5-20 % er også påvist (Andersen et al., 2004: 20).  
 
Ophobning i sediment 
Ud fra Log Kow-værdierne for E1, E2 og EE2 er binding til suspenderet organisk stof i vandmiljøet 
mulig. Efterhånden lejrer dette materiale sig på bunden og kan medføre en ophobning af en 
østrogenpulje i sedimentet ved spildevandsudløb. Sedimentædende organismer kan herfra optage 
stofferne i fedtvævet på grund af stoffernes lipofilitet. Sedimentpuljen kan også løbende frigive 
østrogen, hvilket kan skabe en kontinuerlig eksponering af bundlevende organismer såsom fisk. 
I Miljøstyrelsens kortlægning af den østrogene aktivitet i det danske vandmiljø, fandt de også frem 
til at koncentrationen af østrogenerne i sedimentet var meget høj (se afsnit 4). (Kjølholt et al., 2006)  
 
En tidligere undersøgelse af flodsedimenter konkluderer, at <1 % af østrogenerne i floden er 
sorberede (Holthaus et al., 2002). Fordelingen af stofferne i hav eller søer mellem vand og sediment 
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må forventes at være forskubbet over mod sediment, da vandbevægelsen og dermed udskiftningen 
af vandet lige over sedimentet er langsommere end i strømmende vande. Sorptionen til sediment 
afhænger også af størrelsen af den organiske fraktion i sedimentet. Jo større organisk fraktion, des 
større sorption. 
 
8.4.2 Østrogener i renseanlæg  
Renseanlæggene i Danmark varierer med hensyn til hvilke rensetrin der anvendes (Se tabel 8.3 over 
den procentvise fordeling af renseanlæg efter type). I klassificeringen af anlæggene anvendes 
betegnelserne M, B, N, D og K, der står for:  
 
M – Mekanisk rensning 
B – Biologisk rensning 
N – Nitrifikation 
D – Denitrifikation 
K – Kemisk rensning 
 
Også inden for hvert rensetrin kan der fra anlæg til anlæg være variationer i rensemetoder, men 
formålet er det samme. Eksempelvis findes der forskellige måder at indrette sin nitrifikations- og 
denitrifikationstank på, men formålet er i alle tilfælde at mindske indholdet af kvælstof i 
spildevandet.  
 
Et overblik over processerne og deres funktion findes i nedenstående flowdiagram (Figur 8.1). 
Figuren sammenfatter dette afsnit omkring renseprocesser i renseanlæg og deres indflydelse på 
fjernelse og nedbrydning af østrogene stoffer i spildevandet. 
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Mekanisk rensning: 
Fjernelse af klude og andre 
større objekter, samt sand og 
fedtpartikler 
↓ 
Forklaringstank: 
Bundfældning af slam 
Fjernelse af østrogene stoffer 
sorberet til slampartikler 
↓ 
Biologisk rensning: 
Nitrifikation og denitrifikation. 
Fjernelse af organisk stof, 
kvælstof og en mindre mængde 
fosfor 
Mikrobiel nedbrydning af 
østrogene stoffer 
↓ 
Kemisk rensning: 
Fosforfjernelse ved tilsætning af 
fosforfældningsmiddel 
↓ 
Efterklaringstank: 
Bundfældelse af slampartikler og 
udfældet fosfor.  
Fjernelse af østrogene stoffer 
sorberet til slampartikler 
Figur 8.1: Flowdiagram over fjernelse af østrogene stoffer i processerne i renseanlægget. Se kilder i teksten nedenfor. 
Nedbrydning eller fjernelse af østrogene stoffer er markeret med kursiv. 
 
Mekanisk rensning og primær-slam 
Den mekaniske rensning er den første renseproces spildevandet løber igennem. Her frafiltrereres 
sand, klude, fedt og andre større partikler ved hjælp af et gitter. Den mekaniske rensning har ingen 
påvist fjernelseseffektivitet i forhold til østrogene stoffer, og omtales derfor ikke yderligere. 
 
Herefter løber spildevandet videre til en forklaringstank, hvor der sker en primær sedimentering af 
suspenderet materiale. Det bundfældede materiale er primær-slam, og det overføres til et 
slambehandlingsanlæg (Se figur 8.1, samt næste afsnit). De naturlige østrogener og det syntetiske p-
pilleøstrogen har alle Log Kow-værdier > 3 (Andersen, 2004: 21), der tillader en vis sorption til 
slammet, og en del af stofferne fjernes derfor med slammet over til slambehandlingsanlægget.  
I forklaringstanken har Andersen observeret en lille stigning i indholdet af frit E1 og E2, mens EE2 
fjernes fra spildevandet. Dette tilskrives i undersøgelsen, at EE2 har en højere Log Kow-værdi end 
de to målte naturlige østrogener og i højere grad vil sorberes til det bundfældede primærslam. 
(Andersen, 2004: 58-62).  
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Sorptionen af E1 og E2 til slam er blevet eksperimentelt bestemt til ½ time, mens sorptionen kun 
steg med yderligere 3 % efter 2 timer (Andersen et al., 2004: 35). E1, E2 og EE2 er alle 
fedtopløselige og vil alle kunne bindes til det organiske indhold i slammet – både til det primære 
slam fra forklaringstanken og til slammet i selve det aktive slamanlæg - og Andersen (2004) har ved 
hjælp af en QSAR-model65 beregnet den slambundne mængde til henholdsvis 59 og 76 % af det 
tilstedeværende E1 og E2 i renseanlægget. (Andersen, 2004: 21) For at kunne modellere sorption til 
slam har Miljøstyrelsen i et nyligt projekt i laboratoriet eksperimenteret med slam og østrogener. 
Ved almindeligt forekommende slamprocenter viser forsøgene, at 35-45 % af E1 og 55-65 % af E2 
og EE2 vil absorberes til slam (Andersen et al., 2004: 49). Efterhånden som de frie østrogener i 
vandfasen nedbrydes i det aktive slamanlæg, frigøres østrogener fra slam til vandfasen, og ifølge 
Andersen (2004) fjernes i alt 5, 10 og 13 % af henholdsvis E1, E2 og EE2 med slammet (Andersen, 
2004: 21), der efterfølgende deponeres, forbrændes eller bringes ud på landbrugsjord. Således er 
fjernelse med slam ikke den vigtigste fjernelsesproces.  
 
Biologisk rensning, nitrifikation og denitrifikation 
Det er hovedsageligt kvælstof der skal fjernes i det biologiske rensetrin, men fosfor fjernes til en vis 
grad i den biologiske kvælstoffjernelse og ofte også ved kemisk fældning. På nogle renseanlæg 
ledes spildevandet til særskilt biologisk fosforfjernelse. Fosforfjernelse kan forløbe biologisk under 
anaerobe forhold. Dette sker i en Bio-P tank, der er placeret efter forklaringstanken.  
Her sker en omrøring af vandet med en hastighed, der ikke skaber iltning. I bio-P-tanken har 
spildevandet et højt indhold af letnedbrydeligt organisk materiale, og der sker en nedbrydning af 
dette ved hydrolyse. (Pers. komm. Kåre Press-Kristensen, 2006) 
 
På et tysk anlæg har Andersen (2004) konstateret en høj dekonjugeringshastighed i bio-P tanken for 
E1 og E2, da spildevandets indhold af frie steroidøstrogener stiger brat, hvorimod koncentrationen 
af EE2 er konstant. Den effektive dekonjugering kan skyldes, at bakterierne lettere kan nedbryde 
østrogenkonjugater end frie østrogener. (Andersen, 2004) 
 
Den biologiske fosforfjernelse kan også spille en rolle i forhold til skæbnen for xeno-østrogener. I et 
pilotanlæg med anvendelse af høje koncentrationer af nonylphenol og bisphenol A er der fundet en 
nedbrydning på 50 % i Bio-P-tanken. Årsagen til denne nedbrydning er endnu ukendt, men 
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 Matematisk modellering af kemiske stoffers skæbne ud fra deres egenskaber. 
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formodes at skyldes den høje hydrolysegrad af organisk stof. (Pers. komm. Kåre Press-Kristensen, 
2006) 
 
Med undtagelse af anlæg med Bio-P-tank, sker hele den biologiske rensning i MBNDK-anlæg ved 
nitrifikation og denitrifikation. Ved biologisk rensning benyttes mikroorganismer, der ernærer sig 
ved at nedbryde de organiske stoffer i spildevandet. Denne nedbrydning giver energi til 
kvælstoffjernelsen. Mange østrogene stoffer kan klassificeres som organiske stoffer med et skelet af 
kulstofringe (Se afsnit 3). I renseanlægget forløber nedbrydningen af organisk stof (i Boks 8.1 
repræsenteret ved H(CH2O)n) hovedsageligt ved hjælp af aerobe bakterier under forbrug af ilt, 
hvorved der dannes CO2 og vand, og i mindre grad under anaerobe forhold under dannelse af 
methan og CO2 (Winther et al., 1998: 104).  
Nitrifikation og denitrifikation fjerner kvælstofindholdet i spildevandet under henholdsvis aerobe og 
anaerobe forhold. Fjernelsen består af 3 trin: 
 
Ammonifikation:  OHNHCOONHOCHH n 242232 )( ++→+−
+
  
  
2242332 275544)(5 NOHNHCOHNONHOCHH n +++→++− ++−
 
 
Nitrifikation:  
+−+ ++→+ HOHNOONH 22 2324
 
 
Denitrifikation: OHNCOHOCHNO 22223 7254)(54 ++→++
+−
 
Boks 8.1: Reaktionsligninger for processerne i et aktivt slamanlæg. (Andersen, 2004: 50) 
 
Samlet kaldes BND-delen af renseanlægget for et aktivt slamanlæg. Bakterierne i det aktive 
slamanlæg flokulerer - danner i vandfasen sammenhængende bakterie- eller slamklumper, der 
består af død og levende bakteriebiomasse.  
De 3 trin i det aktive slamanlæg kan drives med en række af tanke eller med en enkelt tank med 
alterneret drift. Med flere tanke holdes den første anoxisk66, mens den næste holdes aerob til 
henholdsvis denitrifikation og nitrifikation. Alterneret drift indebærer, at samme tank gøres skiftevis 
anoxisk og aerob - denitrifikationsprocessen sker under omrøring, mens nitrifikation sker under 
tilførsel af ilt. Denitrifikationsprocessen foregår uden brug af ilt og i stedet bruges nitrat som 
elektronacceptor. Herved omdannes nitrat til H2N eller N2. Ved nitrifikation omdannes ammoniak 
og organisk kvælstof (ammonium, NH4+) til nitrat (se boks 8.1). Det er en aerob proces, idet 
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forløbet er betinget af tilstedeværelsen af frit oxygen som elektronacceptor. Nitrat dannes, og det 
nitratholdige vand føres herfra og tilbage til denitrifikationstanken, hvor nitrat er elektronacceptor i 
processen. (Andersen, 2004: 51) 
Derudover returneres slam fra nitrifikationstrinnet til denitrifikationstrinnet. På denne måde opnår 
bakterierne i det aktive slamanlæg en vis alder og formår derved at tilpasse sig næringsstofferne i 
den spildevandsstrøm, der tilføres det enkelte anlæg. Spildevandets indhold varierer fra anlæg til 
anlæg på grund af de enkelte oplandes varierende sammensætning. Bakterierne ”vænner” sig til at 
nedbryde og få næring fra stofferne i spildevandet og bakteriernes mulighed for adaption til 
spildevandet er derfor vigtig for en effektiv nedbrydning. En god adaption opnås ved at recirkulere 
en del af slammet i renseanlægget. Af samme grund anbefales det at have en slamalder på minimum 
15 dage i renseanlæggene, dog er slamalderen ofte højere, eksempelvis 20 dage på 
Spildevandscenter Avedøre (Pers. komm. Bo Neergaard Jacobsen, 2006). På Egå Renseanlæg er 
slamalderen 35 dage, mens den gennemsnitlige slamalder herhjemme er 25-30 dage. (Andersen et 
al., 2004: 17)  
 
I det efterfølgende denitrifikationstrin ses en effektiv nedbrydning af E1 og E2 på >90 %, mens EE2 
nedbrydes mest effektivt i nitrifikationstanken. Samlet konkluderes det, at nedbrydningen af 
steroidøstrogener hovedsageligt forløber i det aktive slamanlæg, og at en høj fjernelsesgrad 
afhænger af en lang hydraulisk retentionstid og en høj slamalder. (Andersen, 2004: 55-57, 65) Også 
Nygaard et al. (2004) samt Bachmann et al. (2002) mener, at en lang hydraulisk retentionstid og en 
høj slamalder er vigtige for nedbrydningen af østrogener. De argumenterer, at en høj hydraulisk 
opholdstid indledningsvist sørger for en effektiv dekonjugering, og at en høj slamalder 
efterfølgende sikrer en effektiv nedbrydning af de frie østrogener. (Nygaard et al., 2004)  
 
Kemisk rensning 
Kemisk fjernelse forløber ved tilsætning af fældningskemikalier, der danner forbindelser med det 
stof, der ønskes fjernet fra spildevandet. Det kan herefter fjernes lettere, end hvis stoffet befinder sig 
på sin oprindelige form. Typisk drejer det sig om fosforfældning, der blandt andet kan forløbe ved 
tilsætning af kalk (Winther et al., 1996) eller jernchlorid (Spildevandscenter Avedøre, 2005: 26). 
Den kemiske fældning af fosfor har så vidt vides ingen dokumenteret fjernelseseffekt i forhold til 
østrogene stoffer. 
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Efter den kemiske fældning ledes spildevandet til en efterklaringstank, hvor den sekundære 
sedimentering finder sted. En del af det bundfældede slam recirkuleres herfra til 
denitrifikationstanken for at sikre en høj slamalder. Overskydende slam ledes til 
slambehandlingsanlægget, og der sker også her en vis fjernelse af østrogene stoffer med slammet. 
(Andersen, 2004) Mængdemæssigt fjernes mere østrogen med slammet fra forklaringstanken da 
koncentrationerne er højere hér. 
 
Således sker der først en fjernelse af østrogene stoffer med slam der ledes til 
slambehandlingsanlægget. Efterfølgende sker der i det aktive slamanlæg en mikrobiel nedbrydning 
af østrogene stoffer. Denne nedbrydning afhænger af slamalder og af spildevandets opholdstid i 
anlægget.  
 
8.5 Optimering af anvendte rensetrin og alternative rensningsmetoder  
I Danmark renses som nævnt 90 % af spildevandet ved hjælp af alle 5 rensetrin i MBNDK-anlæg jf. 
tabel 8.3 (Miljøstyrelsen, 2005a). Optimering af disse allerede anvendte metoder er oplagt, men der 
forskes også i renseeffektiviteten af alternative teknikker.  
 
Herhjemme laves der på renseanlægget Lynettefællesskabet I/S pilotforsøg til optimering af 
renseanlæggenes fjernelse af miljøfremmede stoffer. Ved at ændre på renseprocessen i 
pilotanlægget kan mikroorganismernes effektivitet måske øges. Indtil videre har der været lovende 
resultater i forhold til fjernelse af de to hormonforstyrrende stoffer nonylphenol og bisphenol-A 
(Sønderriis, 2005). En 50 %-fjernelse af disse stoffer sker allerede i bio-P tanken, og yderligere 
undersøgelser er nødvendige for at belyse årsagen til den effektive fjernelse, men det formodes at 
nedbrydningen sker ved hydrolyse. (Pers. Komm. Kåre Press-Kristensen, 2006) Ideen bag 
undersøgelsen er, at stimulering af den eksisterende bakteriekultur i et renseanlæg vil kunne 
optimere den bakterielle nedbrydning af blandt andet østrogene stoffer. I denne proces kan 
ændringer i slamalder, hydraulisk opholdstid, redoxforhold eller tilsætning af opdyrkede 
bakteriekulturer have en stimulerende virkning (Press-Kristensen & Thirsing, 2005: 4). 
I en undersøgelse fra et renseanlæg i Wiesbaden i Tyskland nedbrydes den store mængde af frit E1 
og E2 allerede i denitrifikationstanken, og den resterende mængde i det efterfølgende 
nitrifikationstrin. Mens EE2 blev fjernet til detektionsgrænsen allerede i det første rensetrin af den 
aktive slambehandling. Inden denitrifikationen på Wiesbaden-anlægget blev forbedret måltes på 
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dette anlæg en betydelig udledning af østrogener. Som følge af ombygning på anlægget steg 
spildevandets gennemstrømningshastighed, og der sås fortsat en brat men nu lavere stigning i 
mængden af frit østrogen ved mødet med det aktive slam. Det konkluderes, at den ringere 
dekonjugering skyldes den kortere opholdstid, og at den højere gennemstrømningshastighed 
forhindrer en tilstrækkelig opformering af adapterede bakterier i det første rensetrin (Andersen, 
2004: 55). Også Nygaard et al. (2004) understreger vigtigheden af en høj hydraulisk opholdstid og 
en lang slamalder. Der henvises til, at høj hydraulisk opholdstid giver en høj dekonjugering og lang 
slamalder efterfølgende giver en god nedbrydning af de frie østrogener. (Nygaard et al., 2004) 
 
Rensning i sandfiltre 
Ud over disse allerede anvendte rensetrin findes der en række rensemetoder, der til en vis grad kan 
anvendes som alternativ til de gængse renseanlæg eller udgøre et supplement til rensningen i selve 
anlæggene. 
Biologiske sandfiltre er en mulighed, der kan kobles på renseanlæg som et ekstra rensetrin sidst i 
processen inden det rensede spildevand udledes i recipienten. I et biologisk sandfilter dannes en 
biofilm af bakterier på sandkornene, og organisk stof, der passerer igennem sandfilteret, bliver 
nedbrudt. De nedbrydende bakterier kræver en tilførsel af ilt.  
I en nylig undersøgelse konkluderes det, at der i sandfiltre ses en god renseeffekt i forhold til 
østrogene stoffer. (Stuer-Lauridsen et al., 2005) 
I en anden undersøgelse af renseeffekten fra biologiske sandfiltre påvistes en fjernelse af de 
undersøgte østrogener med en effektivitet på 97-99 % til en koncentration på ca. 1 ng/l eller lavere 
for både E1 og E2  (Nygaard et al., 2004).  
 
Rensning med UV-stråling og ozon 
Rensning ved hjælp af ozon eller ultraviolet stråling enten for sig eller kombineret, er andre, nyere 
alternative rensemetoder. De to metoder kan også kombineres med tilsætning af forskellige 
oxidationsmidler og samlet benævnes ozon- og UV-metoder som avancerede oxidationsprocesser 
(AOP). Metoderne bruges oftest i forbindelse med desinficering af vand, men afprøves nu også over 
for østrogene stoffer.  
 
Henfald af ozon i vand danner frie radikaler, der er meget reaktive molekyler. Efterfølgende 
reagerer disse med tilstedeværende organisk materiale. Ozon er blevet undersøgt af Kjølholt et al. 
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(2003), der når frem til at ozon på grund af sin oxiderende virkning er effektivt i forhold til fjernelse 
af organisk stof målt som COD (Kjølholt et al., 2003: 25). Ozonrensning af spildevand fjerner 
effektivt organisk materiale og kunne derfor være en mulighed i forhold til fjernelse af østrogene 
stoffer, men ozonanlæg er dyre i drift (Kjølholt et al., 2003), hvilket kan være en barriere for en 
generel anvendelse af ozonrensning. Senere undersøgelser af ozons effektivitet og omkostninger har 
dog vist, at ozonmængderne anvendt af Kjølholt et al.(2003) var overdrevne. Det er muligt at 
anvende helt ned til 0,5 mg/l i stedet for de først anvendte 21,5 mg/l (Pers. komm. Henrik Rasmus 
Andersen, 2006), hvilket mindsker de økonomiske ulemper ved ozon.  
 
Et EU-projekt, Poseidon, der omhandler rensning af spildevand for medicinalstoffer og personlige 
plejemidler, har også vist at blandt andet ozon er effektivt over for phenoler. Ved anvendelse af en 
ozonkoncentration på 1 mg/l, har EE2 en halveringstid på <0,5 sekunder, hvilket betyder en total 
nedbrydning af stoffet. Allerede ved en dose på 0,2 mg/l nedbrydes 97-99 % af EE2. E2’s reaktion 
med ozon forløber med samme hastighed som EE2. Det samme gør sig gældende ved ozonbaserede 
AOP’er. Ozonering af EE2 sker ved phenol-gruppen og samme nedbrydningshastighed forventes 
derfor for alle østrogene stoffer med phenol-struktur (E1, E2, EE2, phenoler, bisphenol A). (Huber 
et al., 2003) Ternes et al., (2003) fandt en nedbrydning af E1 til under detektionsgrænsen ved 
anvendelse af ozonmængderne 5, 10 og 15 mg/l (Ternes et al., 2003). Samlet konkluderes det i 
Poseidon-projektet, at ozonering af spildevand effektivt fjerner de undersøgte stoffer inden for en 
rimelig økonomisk ramme. Især fremhæves ozons effektivitet over for E1, E2 og EE2. (Ternes, 
2005: 21, 24) 
 
Bestråling med ultraviolet lys er en anden metode, der er under udvikling i forbindelse med 
fjernelse af østrogene stoffer fra spildevand. De ultraviolette stråler tilfører molekylerne energi, 
hvorved de omdannes. Forsøg med E1 og E2 har vist, at disse kan fotolyseres via UV-stråling (Liu 
& Liu, 2003). UV-stråling alene har vist en lav rensegrad af phenol i spildevand, men kombineret 
med hydrogenperoxid og en fotokatalysator, forbedredes rensegraden markant til 98 %. Phenol 
anvendtes i undersøgelsen som modelstof for steroidhormoner. (Kabir et al., 2006)  
 
En kombineret behandling med UV-lys og ozon eller et anden reaktivt stof såsom hydrogenperoxid 
er andre muligheder. Der eksperimenteres med denne såkaldte avancerede fotokemiske 
oxidationsproces (APOP) på Usserød Renseanlæg, hvortil en ny type UV-lampe er blevet udviklet, 
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der udsender bredspektret UV-lys. Især den mere energirige del af spektret har vist at kunne rense 
vandet for østrogener (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006). Ternes et al., (2003) fandt en 
uændret nedbrydning af E1 ved anvendelse af en ozon/UV-metode i forhold til ved anvendelse af 
ozon alene. Den anvendte metode var ikke optimeret i forhold til rensning af spildevand. (Ternes et 
al., 2003)  
 
I en undersøgelse af forskellige avancerede oxidationsmetoders renseeffekt over for phenol, 
opnåedes den bedste rensning med oxidationsmidlet Fentons Reagens. Ozonering var den billigste 
og blandt AOP’er, der indeholdt ozon, var anvendelse af ren ozon den mest effektive. Blandt UV-
metoder var kombinationen med hydrogenperoxid den mest effektive. (Esplugas et al., 2002) 
 
8.6 Sammenfatning  
Rensning af spildevand for østrogene stoffer sker ved biologisk nedbrydning eller ved sorption til 
slampartikler. Den umiddelbare sorption til slam er stor, og ligevægten mellem sorberede 
østrogener og østrogener i vandfasen indstiller sig hurtigt. Østrogenerne nedbrydes i vandfasen og 
de sorberede østrogener frigøres på ny. Med slammet fjernes 5, 10 og 13 % af henholdsvis de 
naturlige østrogener E1 og E2 samt det syntetiske østrogen EE2, mens resten af nedbrydningen sker 
biologisk i det aktive slamanlæg. Stoffernes binding til slam skyldes deres lipofilitet, der også gør 
dem i stand til at ophobes i sediment ved spildevandsudløb. Den biologiske nedbrydning udgør den 
vigtigste renseproces over for østrogene stoffer, men der observeret store udsving i rensegraden 
mellem de forskellige stoffer. EE2 er den vanskeligst nedbrydelige.  
 
8.6.1 Optimeringsmuligheder af anvendte renseteknikker  
Hydraulisk opholdstid 
Hydraulisk opholdstid er vigtig i forhold til dekonjugeringen af de udskilte inaktive østrogener. Jo 
længere opholdstid, des større grad af dekonjugering (Nygaard et al, 2004). Samtidig vil en lang 
hydraulisk opholdstid give et langsommere flow igennem renseanlægget og mindske udvaskning af 
bakterier (Andersen, 2004). Bakterierne får bedre mulighed for at tilpasse sig til og udnytte 
næringen i det specifikke renseanlægs spildevand og opformere sig. En øget hydraulisk opholdstid 
vil imidlertid mindske flowet af spildevand gennem renseanlægget og eventuelt føre til overløb i 
regnperioder, hvis det enkelte anlæg ikke har tilstrækkelig opbevaringsvolumen. En højere 
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hydraulisk opholdstid kan dog skabe flaskehalsproblemer ved kraftige regnskyl og visse steder vil 
det være nødvendigt at oprette opbevaringsbassiner i oplandet eller ved selve renseanlægget 
 
Slamalder 
Jo højere slamalder, des bedre renseeffektivitet, idet adapterede bakterier ikke fjernes fra 
renseanlægget inden de når at opbygge en tilstrækkelig stor population. Slamalderen kan derfor 
være vigtig i forhold at optimere rensning af østrogene stoffer. (Andersen, 2004, Nygaard et al., 
2004, Bachmann et al., 2002) Danske renseanlæg har en gennemsnitlig slamalder på 25-30 dage. 
Egå renseanlæg, der har en kravopfyldelse over gennemsnittet, opererer med en slamalder på 35 
dage (Andersen et al., 2004).  
 
En højere slamalder kan øge rensegraden for østrogene stoffer. Der kræves ved denne optimering 
ikke en implementering og indarbejdning af nye renseteknikker, da de eksisterende renseteknikker 
fortsat vil blive anvendt..  
 
En højere slamalder vil have nogle økonomiske ulemper (Pers komm. Bo Neergaard Jacobsen, 
2006), men de ekstra omkostninger vil ikke være enorme (Pers komm. Henrik Rasmus Andersen, 
2006).  
 
Alternative renseteknikker (3) 
Biologiske sandfiltre har i flere undersøgelser vist en god effektivitet i forhold til østrogene stoffer 
(Nygaard et al., 2004 og Stuer-Lauridsen et al., 2005). Samtidig er metoden relativt billig at 
etablere og vil derfor være en mulighed som efterpoleringstrin i eksisterende renseanlæg. (Pers. 
komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006 og pers. komm. Bo Neergaard Jacobsen, 2006) 
 
Ozonbehandling er effektivt i forhold til nedbrydning af organisk stof (Kjølholt et al., 2003), 
herunder østrogene stoffer. Metoden er ikke så dyr i drift som først antaget, da de anvendte 
ozonmængder er blevet mindsket betydeligt. På grund af ozons høje reaktivitet kan der være nogle 
arbejdsmiljøhensyn, der problematiserer dets anvendelse. I Poseidon-projektet konkluderes det, at 
ozon er yderst effektivt over for E1, E2 og EE2, og at anvendelse af ozon er økonomisk realistisk. 
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I kombination har ozonbehandling efterfulgt af UV-behandling vist potentiale i forhold til at 
nedbryde østrogener (Christiansen et al., 2002), men uændret renseeffektivitet ved brug af denne 
metode er også blevet påvist (Ternes et al., 2003). UV-behandling kombineret med 
hydrogenperoxid og en katalysator har vist 98 % rensning af phenoler. 
 
Især sandfiltre og ozonbehandling har udvist lovende potentiale i forhold til anvendelse som 
efterpoleringstrin på renseanlæg. Også økonomisk er metoderne realisérbare. 
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9 Diskussion  
9.1 Effekter i miljøet  
Igennem vores arbejde med projektet har vi fundet frem til, at der findes flere eksempler på effekter 
i miljøet og endnu flere effekter i laboratoriet, som sandsynligvis er forårsaget af østrogene stoffer. 
Herhjemme er det bedst kendte eksempel undersøgelsen foretaget af Århus Amt, hvori det blev 
observeret at op til 44 % af populationerne af skaller og ørreder i nogle af amtets vandløb udviste 
tegn på feminisering.  
Effekterne varierer alt afhængig af hvilken art, der eksponeres, og hvilket stof der eksponeres for, 
da arternes endokrine system virker forskelligt. Hos mennesker er der observeret en faldende 
sædkvalitet, mens der hos fisk er observeret en forskydning af gydningstidspunkt eller induceret 
produktion af vitellogenin og oocyter hos hanfisk, som alle mistænkes for at være forårsaget af 
østrogene stoffer. Herudover er der fundet eksempler på misdannede kønsorganer, ændret kønsratio 
samt forøget reproduktion hos andre arter. (Bjerregaard, 2005: 209 og Jobling et al., 2004) 
 
Den seneste danske undersøgelse, der er foretaget på området, er Miljøstyrelsens kortlægning af 
østrogen aktivitet i det danske vandmiljø, hvori det konkluderes, at der ikke findes en udbredt 
forekomst af østrogen aktivitet i vandmiljøet i niveauer, der forårsager feminisering hos fisk. Vi 
mener at denne konklusion kunne give den opfattelse, at problemerne omkring de østrogene stoffer 
er minimale og derfor ikke bekymringsvækkende. Men der gives ingen forklaring på 
observationerne af feminiserede fisk. Problemet med de østrogene stoffer er imidlertid, at de 
naturlige og syntetiske østrogener i forhold til andre miljøfremmede stoffer virker ved meget små 
koncentrationer, fordi de er biologiske signalstoffer, der er designet til at kunne fremkalde en 
biologisk respons. I Århus Amts undersøgelse observeredes feminiserede fisk på trods af lave 
østrogenkoncentrationer i niveauer, der ikke burde forårsage feminisering jævnfør tidligere 
undersøgelser (Christiansen & Plesner, 2000: 5, 26).  
Dette kan dog skyldes, at fiskene i vandløbene har været udsat for en langvarig og rimeligt konstant 
påvirkning. Fisks eksponering for spildevand i recipienten er ikke helt konstant, da den udledte 
mængde fra renseanlæggene afhænger af tilledningen fra oplandet. Ydermere bevæger fisk sig op- 
og nedstrøms i vandløbet, hvilket skaber en varierende eksponering.  
En årsag til de lave østrogene koncentrationer i vandet kan være, at stofferne bindes til sedimentet 
på grund af høje Log Kow værdier.  
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Grænseværdier er ofte baseret på korttidstest, som ikke fortæller, hvad der sker ved langvarig 
eksponering. Ofte kan lavere koncentrationer forårsage effekter i miljøet ved længerevarende 
udledning og eksponering end ved korttidseksponering. Langtidseffekter, herunder effekter på 
næste generation, er et område, der næsten ikke er forsket i (Andersen, 2004 og Jobling et al., 
2004), hvilket yderligere vanskeliggør problematikken. Dette betyder, at meget lave koncentrationer 
af østrogene stoffer kan have forårsaget de effekter, der er observeret i Århus Amt, hvis 
udledningen af østrogene stoffer har været længerevarende.  
En anden årsag til den observerede feminisering i Århus Amts undersøgelse kan være, at stoffer i 
vandløbet har virket additivt. Naturlige, syntetiske og xeno-østrogener virker alle ved at binde sig til 
østrogenreceptoren, og derfor skelner organismen ikke imellem hvilke stoffer det er, men 
responderer ens på dem alle. Herved virker stofferne additivt, og fremkomne effekter kan være et 
resultat af summen af alle de østrogene stoffer organismen har været udsat for. Det kan således 
forventes, at enkeltstoffer i koncentrationer under effektniveau kan have en indflydelse på den 
samlede østrogene påvirkning i recipienten.  
 
For at få et overblik over problemets omfang er det ikke nok at monitere i recipienten. Eksemplet i 
Århus Amt illustrerer, at det kan være svært at finde årsags-virkningssammenhæng, selvom der 
observeres effekter.  
For at få problemet kortlagt, er det nødvendigt at få fastlagt effektkoncentrationer (NOEC/LOEC) 
for organismer fra forskellige trofiske niveauer. Der skal ikke kun findes effekter efter 
korttidseksponering, men også efter langtidseksponering og effekter på næste generation. 
Herudover kræves det, at der i både vandet og sedimentet måles, hvilke koncentrationer der findes i 
forskellige udledninger og recipienter. 
Ud fra separate NOEC/LOEC-værdier for alle enkeltstoffer vil det være muligt at ekstrapolere til 
effekter af en kompleks spildevandsblanding, hvis alle indholdsstoffer kendes. Forudsættes 
additivitet kan der således beregnes en samlet NOEC/LOEC for den aktuelle spildevandsblanding. 
Den nøjagtige sammensætning af spildevandet er dog oftest ukendt. Derfor kan det i stedet være 
nødvendigt at lave en test på det samlede spildevand. Hvis der ikke observeres effekter efter en 
sådan test, skal der muligvis ledes efter andre årsager til effekten. 
 
På nuværende tidspunkt findes der ikke en veldefineret og alment accepteret metode til at påvise, 
om et givent kemikalie har en bestemt hormonforstyrrende virkning eller ej. Der findes mange 
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metoder, både reagensglas- og heldyrssystemer, men de to typer af systemer giver ikke 
nødvendigvis det samme resultat, hvilket nødvendiggør, at der udføres to eller flere test, som for 
eksempel forsøget udført i forbindelse med dette projekt. Vitellogenin-testen anvendes ofte i 
litteraturen, og dermed mener vi, den er anerkendt i forskerverden, men testen er ikke 
standardiseret, og derfor ikke anvendelig i reguleringsøjemed.   
 
9.1.1 Forsøg  
Blandt andet på baggrund af manglen på veldefinerede og alment accepterede metoder har vi 
udvalgt testen, der udføres i projektet. Testen er for nyligt foreslået som en OECD-standardmetode 
til at teste, om en given forureningskilde kan forårsage østrogenlignende effekter. Vi mener, at dette 
gør metoden egnet til at teste en kompleks spildevandsblanding, da forskerne bag testen tidligere 
har anvendt testen til dette formål.  
Endvidere er testorganismen en sedimentlevende invertebrat, der er en gruppe af arter, som ikke er 
særligt undersøgte, men er særdeles relevant, fordi østrogene stoffer findes i relativt høje 
koncentrationer i sedimentet. 
I vores forsøg fik vi ingen klare resultater, der kan påvise, at en stigende reproduktion skyldes 
østrogene stoffer i spildevandet. Vi fandt dog signifikante stigninger i det samlede antal embryoner 
i de fortyndinger med mest spildevand (66 og 100 %). Om disse stigninger skyldtes østrogener eller 
andre toksiske stoffer i spildevandet, kan ikke ses, men med baggrund i vores argumentation kan 
det tyde på, at effekten skyldes østrogene stoffer. Der observeredes ikke en tilsvarende stigning i 
antallet af embryoner hos snegle i kontrolprøver og derfor kan stigningen sandsynligvis ikke 
skyldes gradvis akklimatisering over forsøgsperioden. Den positive kontrol (EE2) viste ikke samme 
signifikante stigning i antallet af embryoner, hvilket kan skyldes, fejlkilderne beskrevet i afsnit 
”Forsøg”.  
 
Ud over en stigning i kontrolprøverne observeredes der ikke nogle klare tendenser i ratioen for 
”embryoner uden skal/embryoner med skal”. Denne stigning kan ikke forklares ud fra hypotesen 
om, at østrogene stoffer stimulerer sneglenes reproduktion, men stigningen taler for en gradvis 
akklimatisering af sneglene gennem forsøgsperioden eller skyldes den naturlige variation hen over 
året. Denne del af resultatbehandlingen er den mest følsomme i forhold til fejlkilderne beskrevet i 
forsøgsafsnittet.  
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Ud fra de koncentrationer vi har fundet i litteraturen for udledninger fra forskellige renseanlæg, 
mener vi, der er god grund til at tage problemet alvorligt. Stoffer, der forstyrrer reproduktion, er et 
alvorligt problem for arternes opretholdelse. Hvis stofferne kan forstyrre dyrenes reproduktion, kan 
de måske gøre det samme for mennesker.  
 
9.2 Tiltag overfor og regulering af østrogene stoffer  
Siden der med Århus Amts rapport er kommet fokus på problemet, er flere undersøgelser kommet 
til, som har undersøgt de østrogene stoffer og deres effekter. Samtidig er problematikken kommet 
på dagsordenen i EU. I 1999 igangsatte EU-kommissionen en strategi, der skal imødegå problemer 
omkring den manglende viden om de hormonforstyrrende stoffer. Danmarks rolle i strategien er at 
bidrage med vidensopbygning samt udvikling af internationale anerkendte testmetoder. 
(europa.eu.int)  
Derudover har EU vedtaget Vandrammedirektivet, der er med til at regulere vandkvalitet i 
recipienter og dermed spildevand, der udledes renset fra spildevandsanlæg.  
 
Disse tiltag kunne give anledning til en forbedring af reguleringen af østrogene stoffer i Danmark. 
Som miljøreguleringen ser ud i dag er der fokus på (farlige) miljøfremmede stoffer (industristoffer 
jf. ABC-liste systemet), og dermed forsvinder fokus fra andre grupper af kemikalier, hvor der ikke 
ses en akut miljø- eller sundhedsfare. Dette gælder blandt andet for lægemidler og udledning af 
naturlige østrogener samt de xeno-østrogener, der ikke klassificeres på liste A. 
Husholdningsspildevand er en af hovedkilderne til naturlige og syntetiske østrogener. Dette er et 
problem, da det er små og spredte kilder, og der derfor ikke skal foreligge en tilslutningstilladelse. 
Derfor bliver spildevandets indhold ikke kontrolleret, når det ledes til et rensningsanlæg. 
Konsekvensen er, at det er svært at regulere på husholdningsspildevand og dermed kilden til de 
naturlige og syntetiske østrogener, som er mistænkt for at være hovedårsag til de 
hormonforstyrrende effekter, der observeres i vandmiljøet.  
 
Miljøstyrelsen påpeger, at naturlige østrogener udskilles naturligt fra kvindekroppen, og derfor er 
umulige at regulere. (Pers. komm. Karin Dahlgren, 2006) Udledningskoncentrationerne og 
mængderne fra rensningsanlægget kan dog ikke betegnes som naturlige i recipienten, og derfor er 
rensningsanlæg oplagte til at reducere hormonerne i spildevandet for at reducere effekten i 
recipienten af alle de udledte stoffer.  
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Hvis der fra Miljøstyrelsens side blev fastsat kvalitetskriterier for de naturlige og syntetiske 
østrogener, vil det gennem udledningstilladelserne blive pålagt rensningsanlæg at regulere 
østrogenerne. Da stofferne som allerede nævnt ikke kan reguleres ved kilderne, vil det være 
nødvendigt for rensningsanlægget at indføre en teknik, såsom ozon, UV og sandfilter, der kan 
fjerne/reducere østrogenerne i spildevandet.  
 
Med Vandrammedirektivets nye vandmiljøkrav, hvor biologiske parametre inddrages til at måle god 
økologisk tilstand, kan det blive nødvendigt at regulere naturlige stoffer og medicinalstoffer, da 
disse muligvis vil kunne påvirke den økologiske tilstand. Derfor er der også administrativt god 
grund til at forbedre rensningen i spildevandsanlæggene, allerede nu.  
 
9.3 Forskel mellem praktisk forvaltning og lov  
Der findes flere eksempler på, at forvaltning og lov ikke stemmer helt overens.  
Loven foreskriver, at der i en udledningstilladelse skal angives maksimale mængder og 
koncentrationer for udledningen af miljøfremmede stoffer. Som det tidligere er blevet påpeget, er 
dette ikke sket i udledningstilladelsen til SA Når kvalitetskriterier ikke omformuleres til 
kvalitetskrav som i SA udledningstilladelse, får de reelt ikke nogen funktion. Målsætningen i loven 
er derved ikke opfyldt. Målet med at fastsætte kvalitetskrav er vel, at der skal være kontrol med 
stofferne, og at de ikke overskrider kravene. 
 
Reguleringen af hospitalsspildevand foregår i 25 ud af 31 hospitaler ikke efter de bestemmelser, der 
står foreskrevet i loven (jf. Lentz, 2005). Flere kommuner betragter hospitalsspildevand, som 
almindeligt sanitært spildevand på trods af, at det bør have en spildevandstilladelse med særlige 
vilkår. Herudover er der flere kommuner, der ikke er klar over, at hospitaler skal have denne særlige 
tilladelse. (Lentz, 2005: 85, 87) I eksemplet med hospitaler kan det skyldes, at der først for nylig er 
indført regler om, at lægemiddelstoffer skal miljøvurderes, og myndighederne har derfor ikke haft 
adgang til de nødvendige informationer. Dette vil fortsat være et problem på trods af den nye 
lægemiddellovgivning, da den kun er gældende for nye lægemidler på markedet og ikke de allerede 
eksisterende.  
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Selvom loven forskriver et bestemt tiltag, er det ikke ensbetydende med, at det bliver håndhævet. 
Det kan blandt andet skyldes, at loven benytter mange vage udtryk, der kan fortolkes forskelligt 
eller er svære at leve op til for den pågældende myndighed.  
I bkg. 921 ses et tydeligt eksempel på dårlig formulering af love, som er næsten umulig for de 
pågældende myndigheder at forvalte: 
”at det i intet tilfælde gøres muligt direkte eller indirekte at forøge forureningen af vandløb, søer 
eller havet med de i bilag 167 opførte stoffer”(§ 9 stk. 1 i bkg. nr. 921). 
Vi mener, at det som udgangspunkt er umuligt at garantere, at der ”i intet tilfælde” vil forekomme 
en forurening. Dette selvom lovgiverne har formuleret følgende definition af forurening: 
”Menneskers direkte eller indirekte tilførsel af stoffer eller energi til vandmiljøet med så skadelige 
virkninger til følge at den menneskelige sundhed bringes i fare, levende ressourcer eller 
økosystemer skades, rekreative værdier forringes eller der ligges hindringer i vejen for anden 
retmæssig anvendelse af vandet”. Skade på levende ressourcer omfatter strengt taget alle dyr og 
planter, da selv eksempelvis en tangloppe er fødegrundlag for ørreder, der igen er fødegrundlag for 
mennesker, og derved bliver tangloppen (Gammarus pulex) en ressource. Formuleringen af denne 
del af loven er urealistisk, og umulig for myndighederne at forvalte efter. Dette giver Palle Sørensen 
fra Københavns Amt også giver udtryk for, idet han gerne så, at Miljøstyrelsen kunne bistå med en 
fortolkning (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006). 
 
9.4 Miljøstyrelsens kortlægning af østrogen aktivitet  
Med Miljøstyrelsens konklusion på kortlægningen af den østrogene aktivitet i det danske 
ferskvandsmiljø, må det antages, at Miljøstyrelsen ikke mener, at der er grund til en mere restriktiv 
regulering over for østrogenerne. Dette bekræftes af Miljøstyrelsen, men det påpeges at de er 
særdeles opmærksomme (Pers. komm. Karin Dahlgren, 2006). De mener tilsyneladende ikke, at der 
er tilstrækkeligt med sammenhæng fra observationerne af kønsforstyrrelser hos fisk i vandløb i 
Århus Amt til østrogene stoffer i miljøet. 
 
Den engelske miljøstyrelse har udarbejdet grænseværdier for østrogene stoffer, men kravene er så 
lave, at det ikke er muligt at overholde disse (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006). Dette 
kan måske være en årsag til, at Miljøstyrelsen ikke selv ønsker at bidrage med forslag til 
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 Der henvises i citatet til bilag 1 i ”Bekendtgørelse om spildevandstilladelser m.v. efter Miljøbeskyttelseslovens 
kapitel 3 og 4” 
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kvalitetskriterier. En anden årsag er, at det ikke vides med sikkerhed, hvilke stoffer der forårsager 
effekterne (Pers. komm. Karin Dahlgren, 2006). Der vil være store forsøgsudgifter forbundet med at 
udarbejde grænseværdierne, der desuden vil blive meget lave (Pers. komm. Thomas Plesner, 2006), 
og hvis disse dermed alligevel ikke kan overholdes, kan fastsættelse virke formålsløst. I England 
renses spildevandet generelt mindre godt end i Danmark, hvilket kan være en medvirkende årsag til, 
at de fastsatte kvalitetskrav ikke kan overholdes (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 2006). Der 
er mulighed for at optimere renseprocessen i renseanlæggene, hvilket måske kunne sikre en 
overholdelse af eventuelle fremtidige kvalitetskrav. Ved ikke at fastsætte kvalitetskriterier for E1, 
E2 og EE2 afventer Miljøstyrelsen yderligere bevisførelse for de østrogene stoffers effekter, men 
der kan argumenteres for, at dette bevismateriale allerede foreligger med de eksisterende 
undersøgelser. 
 
Når Miljøstyrelsen skal risikovurdere en ny gruppe af stoffer, vil økonomi også spille en rolle i 
deres afvejning af risikoen. Derfor vil miljøhensyn hele tiden skulle afvejes i forhold til de 
ressourcer, der er til rådighed. Miljøstyrelsen viser med kortlægningen af den østrogene aktivitet, at 
de er opmærksomme på problemet og er handlingsvillige. Efter den kritiske gennemgang af 
rapporten overvejer vi, om Miljøstyrelsen kunne have en interesse i at nedtone problematikken. 
Eftersom Miljøstyrelsens ikke behøver at foretage yderligere foranstaltninger, hvis det vurderes, at 
der ikke er nogen risiko forbundet med udledning af østrogene stoffer. 
 
Efter gennemgang af Miljøstyrelsens kortlægning, mener vi ikke, at det kan afvises, at de niveauer 
af østrogene stoffer, der findes i det danske ferskvandsmiljø, ikke kan forårsage feminisering hos 
fisk. Herudover kan der være andre effekter på mere følsomme dyr, som endnu ikke er observeret.  
I undersøgelsen udført af Århus Amt blev der heller ikke observeret niveauer af østrogene stoffer, 
der menes at kunne forårsage feminisering, men på trods af dette fandtes der feminiserede fisk. 
Miljøstyrelsens målinger giver ingen oplysninger om hvilke langtids- eller kombinationseffekter, 
der eventuelt kan opstå. Herudover kan den biologiske målemetode anvendt i Miljøstyrelsens 
kortlægning kritiseres, fordi resultaterne ikke direkte kan oversættes til mulige effekter på fisk. 
 
9.5 Forbedret regulering af østrogener i spildevand 
Vi mener, at effekterne af østrogene stoffer er så gennemgribende alvorlige, at de bør prioriteres. 
Ifølge Thomas Plesner er det en dårlig idé, at fastsætte kvalitetskriterier for østrogene stoffer, fordi 
Østrogene stoffer i spildevand 
 139 
koncentrationerne vil blive ekstremt lave (omkring 1/1000 ng/l på grund af sikkerhedsfaktorerne), 
da de alligevel ikke kan overholdes (Pers. komm. Thomas Plesner, 2006). For at reducere 
sikkerhedsfaktorerne ved fastsættelsen af kvalitetskriterier bør der forskes yderligere i effekter af 
østrogene stoffer for eksempel langtidstest på flere forskellige trofiske niveauer. 
 
Thomas Plesner påpeger samtidigt, at renseanlæg ikke kan kontrollere mængderne af naturlige og 
syntetiske østrogener, der tilledes anlægget, og at det vil være for dyrt at indføre yderligere 
rensetrin. (Pers. komm. Thomas Plesner, 2006) 
Såfremt kvalitetskriterierne er for små til at regulere efter, kan forvaltningen i stedet ske ved, at der 
moniteres for forskellige østrogene effekter forårsaget af det samlede spildevand. Hvis der i en lang 
periode (for eksempel 1 år) observeres sådanne effekter, bør der indføres en renseteknik i 
rensningsanlægget, der kan reducere indholdet af østrogene stoffer yderligere, så effekterne kan 
undgås. Dette vil muligvis være en mere korrekt regulering, eftersom der så tages højde for additive 
effekter af stofferne. Det er relevant at bemærke, at såvel Miljøstyrelsen som amterne nødvendigvis 
må foretage en prioritering af sine opgaver også i forhold til de økonomiske omkostninger, der er 
forbundet med opgaverne (Pers. komm. Palle Sørensen, 2006).  
Eftersom der er kendskab til effekter, er der også et behov for at reducere mængden af stoffer, der 
udledes til miljøet. Hvis rensningen af spildevand forbedres for eksempel ved at tilføje sandfilter 
eller ozon til renseprocessen, er der dokumentation for, at udledningen af stoffer med østrogen 
virkning kan reduceres. Derved bliver indsatsen mod østrogene stoffer i miljøet progressiv, og den 
kan tage hånd om en del af problemerne, selvom det ikke er endeligt identificeret, hvilke stoffer der 
forårsager effekterne. 
 
Der er fundet flere eksempler på at østrogen stoffer kan være årsag til en række 
bekymringsvækkende effekter på miljøet. Derfor mener vi, at der bør gøres en indsats for en mere 
restriktiv regulering, især da der i dag findes tilgængelig teknologi som kan fjerne store dele af 
stofferne. De umiddelbart letteste tiltag til en optimering af rensningen er at forøge den 
hydrologiske opholdstid og slamalderen, hvis disse ikke allerede er høje. Herudover kan der 
optimeres ved at udvide anlægget med et ekstra rensetrin i form af sandfilter, ozon eller UV.  
Undersøgelser med sandfilter har vist en fjernelse af østrogener (E1 og E2) med en effektivitet på 
97-99 %. Sandfiltrene er en realistisk mulighed som en efterpoleringsmetode i renseanlæg, da den 
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har vist god renseeffektivitet og er billig at implementere (Pers. komm. Henrik Rasmus Andersen, 
2006).  
Ozon og UV er to nyere rensemetoder. Metoderne anvendes i dag oftest til desinficering af vand, 
men er afprøvet over for østrogene stoffer. Ozon er effektivt over for organisk materiale, herunder 
østrogene stoffer. Flere steder beskrives ozonbehandling som effektiv i forhold til rensning for 
phenol, der anvendes som modelstof for østrogene stoffer. I EU’s projekt til undersøgelse af 
forskellige teknikkers renseeffektivitet fremhæves ozon som yderst effektivt over for E1, E2 og 
EE2, samtidig med at metoden beskrives som økonomisk realistisk (Ternes et al., 2005).  
 
På større, velfungerende renseanlæg med MBNDK-rensning – herunder SA - kan bedre rensning 
opnås ved optimering af de allerede anvendte biologiske processer. En forhøjet slamalder og 
hydrologisk opholdstid giver en høj renseeffektivitet over for østrogene stoffer, men da 
spildevandets opholdstid i renseanlægget forlænges, kræver denne løsningsmulighed muligvis 
etablering af ekstra opbevaringsbassiner. SA anvender en slamalder på 20 dage, der godt kan 
forøges jævnfør Egå Renseanlæg, hvor slamalderen er 35 dage, og rensningen for E1 og E2 er mere 
effektiv. 
På MBNDK-anlæg er et ekstra rensetrin i form af et biologisk sandfilter en anden mulighed. Dette 
anvendes med succes på blandt andet Egå renseanlæg. Rensning med ozon er også en mulighed, 
men da de biologiske processer på større anlæg i forvejen er effektive, kan valget mellem 
optimering af eksisterende processer og anlæggelse af et ekstra rensetrin træffes ud fra hvad der er 
økonomisk mest rentabelt.  
 
På mindre avancerede anlæg er den eksisterende biologiske rensning mindre egnet til fjernelse af 
østrogener. I stedet for at udbygge renseanlægget kunne der anvendes et biologisk sandfilter. Den 
østrogene aktivitet er højest i udløb fra disse anlæg og anvendelse af ozon kunne ligeledes 
overvejes. 
I forvaltningen er det hele tiden nødvendigt at afveje konsekvenserne for miljøet i forhold til de 
økonomiske ressourcer, der er til rådighed, når myndighederne skal afgøre, hvilken metode til 
rensning af østrogene stoffer i spildevand der er en realistisk løsningsmulighed.  
 
En beslutning om eventuelle tiltag på de enkelte renseanlæg i forhold til optimering af rensningen 
for østrogene stoffer kan, som beskrevet ovenfor, træffes på baggrund af renseprocesserne i 
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anlægget. Der kan imidlertid også tages hensyn til rensningsanlæggets recipient. Der er stor forskel 
på recipienterne, og eksempelvis udgør spildevand udledt fra rensningsanlæg ikke den samme andel 
af den samlede vandføring.  
Som vores interview med Københavns Amt også indikerer, slækkes den praktiske forvaltning af et 
renseanlæg, hvis det har en stor recipient. Her er fortyndingen af spildevandet større og 
sandsynligheden for effekter mindre. SA og mange andre danske renseanlæg udleder til det marine 
miljø. Overordnet betragtes det marine miljø af EU som mere sårbart end det ferske vandmiljø, idet 
der ved risikovurdering af kemikalier kan tilføjes en yderligere risikofaktor på 10 ved vurdering af 
risiko for effekter i det marine miljø i forhold til det ferske miljø (Miljøministeriet, 2004: 29). 
Denne tankegang er således ikke gældende i reguleringen af spildevand i Danmark.  
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10 Konklusion  
Er der risiko for effekter i vandmiljøet ved udledning af østrogene stoffer med spildevand, og 
hvordan reguleres udledning af disse? 
 
Der er observeret effekter i miljøet, der mistænkes for at være forårsaget af østrogene stoffer. Et 
eksempel på dette er feminisering af hanfisk i form af induceret vitellogeninproduktion og dannelse 
af oocyter i gonaderne.  
 
Der er indtil nu ikke observeret hormonforstyrrelser i miljøet, der tydeligt kan tilskrives udledning 
af østrogene stoffer, men der er udført laboratorieforsøg på spildevand med observationer af 
reproduktionsforandringer, hvor det sandsynliggøres, at forandringerne skyldes østrogene stoffer.  
På baggrund af disse effektstudier og de resultater vi er kommet frem til i forbindelse med 
projektets forsøg, mener vi ikke, at det kan afvises, at den østrogene aktivitet fra renset spildevand 
udgør en risiko for organismer i det danske vandmiljø. 
 
Der er i Danmark ingen decideret regulering af udledning af hormonforstyrrende stoffer, men flere 
af stofferne reguleres på grund af stoffernes andre egenskaber. Der er ingen regulering af 
spildevandsudledning af naturlige og syntetiske østrogener. Formuleringen i den danske lovgivning 
giver flere steder mulighed for at regulere udledning af hormonforstyrrende stoffer, men på grund af 
begrænsede økonomiske ressourcer, er det nødvendigt at foretage prioritering mellem stofferne.  
Eftersom der endnu ikke er fundet en årsags-effekt sammenhæng i forbindelse med feminiseringen 
af hanfisk, bør hormonforstyrrende stoffer opprioriteres i den danske forvaltning. Eksempelvis ved 
at Miljøstyrelsen tilføjer både naturlige og syntetiske østrogener i NOVANA. Dette vil medvirke til 
at afdække udbredelsen af stofferne. 
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11 Perspektivering 
11.1 Rensning ved kilden i forhold til rensning i renseanlæg  
For at formindske belastningen af østrogener til rensningsanlægget kunne en ekstra rensning inden 
tilledning til rensningsanlægget være en mulighed. Herved kunne rensningen specialiseres til 
fjernelse af østrogene stoffer. Dette kunne blandt andet gøres ved at adskille toiletspildevand, så de 
naturlige østrogener adskilles fra resten af husholdningsspildevandet. Opsamling af 
toiletspildevandet efterfulgt af en effektiv rensemetode kunne give en rensning af store mængder af 
østrogener fordelt i en mindre vandmængde.  
Problemet ved en sådan rensningsmodel er, at den vil medføre meget store økonomiske 
omkostninger, og derfor ikke er særligt realistisk.  
Ved hospitaler er der ligeledes en stor mængde af østrogene stoffer i spildevandet fra medicinrester 
og naturlige østrogener udskilt fra kroppen. Et rensetrin ved hospitalet inden tilledning til 
kloaksystemet ville kunne sætte ind ved et punkt i kloaksystemet, hvor relativt store 
stofkoncentrationer kunne fjernes ved rensning af forholdsvist små mængder spildevand. 
Et sådant ekstra rensetrin ville være mere realistisk, eftersom der er væsentligt færre hospitaler end 
husstande. Samtidig har hospitalsspildevand en langt højere koncentration af miljøfremmede stoffer 
herunder lægemidler. Det vil dog kræve et betydeligt kendskab til lægemidlernes miljøeffekter samt 
en mere avanceret rensning. Begge vil medføre store økonomiske omkostninger, og samtidig en 
udvidelse af kravene til lægemidler på markedet.   
 
Herudover kunne der i teorien også reguleres på anvendelsen af p-piller, således at der kommer 
restriktioner på adgang til og forbrug af p-piller. Dette vil dog uden tvivl medføre stor debat og 
protester fra befolkningen, eftersom restriktionen kunne tænkes at medføre en stigning i antallet af 
fremprovokerede aborter, og derved ville det blive nødvendigt at tage et etisk perspektiv med i 
diskussionen.  
 
11.2 Problemer med hormonforstyrrelser i resten af Europa  
I England er problemerne med de hormonforstyrrende stoffer meget store. Der er fundet vandløb, 
hvor næsten 100 % af fiskepopulationerne i vandløbet var feminiserede, og kun halvdelen af 
hannerne var i stand til at reproducere sig. Dette skyldes, at den rensning af spildevandet, der 
foregår i England, er ringere end den danske, og samtidig kan spildevand udgøre op til 50 % af 
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vandføringen og om sommeren helt op til 90 %. (pers. komm. Poul Bjerregaard, 2006 og Stuer-
Lauridsen et al., 2005: 25) 
I Holland blev der i 2002 foretaget en undersøgelse, der skulle kortlægge nationale problemer med 
østrogener i vandet. Heri blev det konkluderet, at udløb fra kommunale rensningsanlæg medførte et 
stort bidrag til den østrogene aktivitet i vandmiljøet. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 25)  
Andre europæiske undersøgelser fremlægger resultater af kemiske analyser på østrogener i 
overfladevand, hvor der generelt findes niveauer af østrogener (E1 og E2), der stemmer overens 
med dem der findes i det danske vandmiljø. (Stuer-Lauridsen et al., 2005: 83)  
I Danmark har det som nævnt ikke været muligt at finde årsagen til hormonforstyrrelserne hos fisk, 
og det tyder på, at problemet ikke blot er et nationalt problem, men i stedet bør tages op på 
europæisk plan. EU's strategi for hormonforstyrrende stoffer er ikke længere tilstrækkelig, og der 
bør iværksættes yderligere moniterings- og forskningsprogrammer, ligesom der ved formulering af 
nye direktiver bør tages højde for disse stoffer.  
I en af EU’s egne rapporter ”Late lessons from early warnings” fra 2002 gives eksempler på 
konsekvenser ved ikke at reagere tidligt nok på nye miljøproblemer, herunder kemikalierelaterede 
problemer. I dag indikerer flere og flere undersøgelser, at der er sammenhæng mellem observerede 
reproduktionsforstyrrelser og østrogene stoffer, og vi mener derfor, at myndighederne på baggrund 
af de mange tidligere erfaringer med nye miljøproblemer bør handle ud fra forsigtighedsprincippet 
og håndtere nye miljøproblemer progressivt.  
11.3 REACH 
EU kommission fremsatte den 29. oktober 2003 et forslag til regulering af kemikalieområdet 
(REACH) i EU. I de sidste par år har forslaget været under forhandling blandt medlemslandene og i 
Europaparlamentet. (www.mst.dk/kemi/02230000.htm) 
Som REACH ser ud i dag, vil der komme et krav om, at alle stoffer, der produceres eller importeres 
i mængder over 1 ton pr. producent/importør pr. år, skal vurderes af producenten i forhold til miljø 
og sundhed. Dermed er 70.000 af de 100.000 stoffer, der findes på markedet, undtaget fra 
registrering. Herudover stilles der et krav om substitution af særlige problematiske kemikalier. Der 
ser imidlertid ud til, at dette kun kommer til at omhandle PBT68- og vPvB69-stoffer, og ikke særlig 
problematiske stoffer såsom CMR stoffer. (www.reachinfo.dk og 
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Østrogene stoffer i spildevand 
 145 
www.mst.dk/kemi/02230000.htm) Det betyder, at stoffer, der ikke er persistente, men udviser 
langtidseffekter i miljøet som følge af konstant udledning, ikke vil blive omfattet af direktivet. 
REACH er dog endnu ikke blevet endeligt udformet og er dermed ikke indført i dansk lovgivning. 
Hvornår dette sker, afhænger af forhandlingernes udvikling. 
 
Hvis den foreløbige formulering bliver vedtaget vil det betyde, at mange af de hormonforstyrrende 
stoffer, såom østrogener, der er let nedbrydelig, kun ophobes i sediment når de er dekonjugerede og 
ikke er akut toksiske, ikke vil blive reguleret igennem REACH. Herudover vil det kun være de 
hormonforstyrrende stoffer, der bliver produceret i mængder over 1 ton pr. producent pr. år, der vil 
blive omfattet af REACH. Forhandlingerne om REACH forløber dog stadig, så hvor meget REACH 
i sidste ende vil betyde for reguleringen af de hormonforstyrrende stoffer er endnu usikkert. 
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13 Appendiks  
13.1 Optælling af snegle embryoner 
 
14 dage 
Petriskål 
nr. 2 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 2  
2 0 0  
3 5 0  
4 2 0  
5 3 6  
6 0 0  
7 0 0  
8 1 0  
9 0 0  
10 0 0  
11   x 
12 2 0  
13 1 0  
14 3 0  
15 2 0  
 
Petriskål 
nr. 6 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 0 2  
3 5 0  
4 2 0  
5   x 
6 2 0  
7 1 0  
8 0 0  
9 1 1  
10 0 0  
11 0 0  
12 1 4  
13 1 0  
14 1 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 14 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 12 1  
2 2 1  
3 0 0  
4 0 1  
5 0 0  
6 0 0  
7   x 
8   x 
Østrogene stoffer i spildevand 
 158 
9 0 0  
10 0 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 1  
 
Petriskål 
nr. 4 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2   x 
3 0 0  
4 1 0  
5 1 0  
6 2 0  
7 7 2  
8 3 1  
9 0 0  
10 0 1  
11 0 0  
12 0 0  
13 1 0  
14 1 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 13 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 0 0  
3 2 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 1 0  
8 0 0  
9 1 0  
10 1 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 15 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 1 0  
3 0 0  
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4 0 0  
5 0 0  
6 0 1  
7 1 0  
8 0 2  
9 0 0  
10 0 1  
11 0 3  
12 3 3  
13 0 1  
14 0 3  
15 6 2  
 
Petriskål 
nr. 1 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2   x 
3 0 0  
4 0 1  
5 0 0  
6 0 0  
7 0 0  
8 0 0  
9 0 0  
10 0 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 10 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 1 2  
3 0 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 2 0  
7 0 5  
8 0 1  
9 0 0  
10 3 3  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 2 3  
15 1 1  
 
Petriskål 
nr. 11 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
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2 1 1  
3 0 0  
4 0 0  
5 0 3  
6 2 0  
7 4 5  
8 0 0  
9 0 0  
10 0 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 4  
15 6 2  
 
Petriskål 
nr. 3 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 1 0  
3 0 0  
4 0 0  
5 1 10  
6 1 4  
7 2 8  
8 0 0  
9 0 1  
10 0 1  
11 1 1  
12 1 3  
13 0 0  
14 2 2  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 9 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 2 12  
2 0 0  
3 2 0  
4 1 2  
5 0 0  
6 4 5  
7 1 0  
8 1 0  
9 0 0  
10 0 2  
11 0 1  
12 3 4  
13 0 4  
14 1 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 12 
Antal 
embryoner 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
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66% med skal 
1 0 0  
2 1 0  
3 0 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 0 0  
8 0 0  
9 0 3  
10 0 1  
11 0 3  
12 0 0  
13 3 0  
14   x 
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 5 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 0  
3 0 0  
4 1 0  
5 0 0  
6 1 0  
7 0 0  
8 0 0  
9 1 0  
10 1 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 7 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 0 0  
3 3 1  
4 0 0  
5 0 0  
6 4 1  
7 0 1  
8 0 0  
9 2 0  
10 0 0  
11 1 0  
12 1 7  
13 0 0  
14 0 0  
15 ? ?  
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Petriskål 
nr. 8 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 4 1  
2 0 0  
3 0 0  
4 0 1  
5 0 0  
6 0 0  
7 6 2  
8 0 0  
9 0 0  
10 0 1  
11 0 0  
12 2 0  
13 0 0  
14 1 1  
15 2 1  
 
28 dage 
Petriskål 
nr. 1 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2   x 
3 0 0  
4 0 0  
5 5 1  
6   x 
7 0 0  
8 0 0  
9 2 6  
10 0 0  
11 1 1  
12 0 3  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 2  
 
Petriskål 
nr. 3 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 1 0  
2 0 0  
3 2 2  
4 0 1  
5 0 0  
6 0 1  
7 1 0  
8 0 0  
9 2 1  
10 0 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
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14   x 
15    
 
Petriskål 
nr. 8 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 2 0  
3 6 2  
4 2 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 0 0  
8 1 0  
9 0 0  
10 4 2  
11 1 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 2 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 7 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 4 0  
3    
4 0 0  
5 2 5  
6 0 1  
7   x 
8 0 0  
9 0 0  
10 0 0  
11 0 0  
12 4 3  
13   x 
14 0 0  
15   x 
 
Petriskål 
nr. 10 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 2 0  
2 0 0  
3 1 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 2 0  
7 2 0  
8 1 0  
9 0 0  
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10 0 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 14 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 2 1  
3 0 0  
4 12 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 1 0  
8 5 6  
9 0 2  
10 6 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 4 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 4  
3 0 0  
4 0 0  
5   x 
6 0 0  
7 0 0  
8 0 0  
9 0 0  
10   x 
11 3 0  
12 0 0  
13 0 3  
14 5 0  
15 3 0  
 
Petriskål 
nr. 9 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 0 0  
3 0 0  
4 4 1  
5 2 3  
6 0 0  
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7 4 4  
8 0 0  
9 4 0  
10 0 0  
11 0 0  
12 6 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 15 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 7  
2 0 0  
3 3 0  
4 2 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 2 0  
8 1 0  
9 0 0  
10 0 0  
11 5 0  
12 4 0  
13 2 2  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 5 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 3 13  
2 1 0  
3 1 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 1 3  
8 0 14  
9 2 3  
10 8 6  
11 2 10  
12 0 5  
13 0 0  
14 1 3  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 6 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 2 1  
2 1 1  
3 0 1  
4 2 0  
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5 3 0  
6 6 6  
7 0 2  
8 0 0  
9 1 0  
10 2 1  
11 0 1  
12 0 0  
13 0 2  
14 0 12  
15 1 2  
 
Petriskål 
nr. 11 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 9 15  
2 0 0  
3 8 9  
4 0 0  
5 0 0  
6 2 10  
7   x 
8 3 5  
9 0 5  
10 0 0  
11 2 0 Ingen 
moder-
snegl 
12 9 12  
13 4 14  
14    
15    
 
Petriskål 
nr. 2 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 2 1  
2   x 
3 4 3  
4 0 0  
5 0 0  
6 5 0  
7 3 3  
8 2 4  
9 6 6  
10 3 3  
11 6 1  
12 0 4  
13 3 2  
14 3 3  
15    
 
Petriskål 
nr. 6 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
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1 2 1  
2 1 1  
3 0 1  
4 2 0  
5 3 0  
6 6 6  
7 0 2  
8 0 0  
9 1 0  
10 2 1  
11 0 1  
12 0 0  
13 0 2  
14 0 12  
15 1 2  
 
Petriskål 
nr. 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 4 2  
3 0 1  
4 1 11  
5 0 0  
6 2 3  
7 0 0  
8 2 1  
9 0 0  
10 1 8  
11 0 11  
12 1 0  
13 0 0  
14 0 2  
15 0 5  
 
42 dage 
Petriskål 
nr. 2 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 2  
3 2 5  
4   x 
5 0 0  
6 0 7  
7 1 1  
8 0 0  
9 0 0  
10 0 0  
11 1 2  
12 0 4  
13 0 0  
14 0 0  
15   x 
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Petriskål 
nr. 10 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 1  
3   x 
4 0 8  
5 7 6  
6 2 0  
7   x 
8 0 0  
9 1 0  
10 0 7  
11 0 11  
12 10 9  
13 0 0  
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 14 
Kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 0  
3 0 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 0 0  
8 0 0  
9   x 
10 2 4  
11 0 0  
12   x 
13   x 
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 5 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 0  
3 0 0  
4   x 
5   x 
6 0 2  
7   x 
8 0 0  
9 0 4  
10 0 0  
11   x 
12   x 
13   x 
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14    
15    
 
Petriskål 
nr. 13 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 2 0  
2   x 
3 0 2  
4 1 12  
5 1 10  
6 0 4  
7   x 
8   x 
9 0 0  
10   x 
11 0 0  
12   x 
13    
14    
15    
 
Petriskål 
nr. 15 
Positiv 
kontrol 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 0  
3 0 14  
4 11 8  
5 0 0  
6 5 8  
7 0 5  
8 0 0  
9    
10 6 9  
11 5 8  
12 0 9  
13 2 4  
14 1 4  
15    
 
Petriskål 
nr. 6 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 6 10  
2 3 8  
3 0 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 4 6  
8 0 0  
9 10 9  
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10 1 2  
11 1 8  
12 2 8  
13   x 
14 0 0  
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 7 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2 0 2  
3 2 5  
4   x 
5 0 0  
6 0 7  
7 1 1  
8 0 0  
9 0 0  
10 0 0  
11 1 2  
12 0 4  
13 0 0  
14 0 0  
15   x 
 
Petriskål 
nr. 11 
33% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 0 3  
3 0 0  
4 0 0  
5 0 0  
6 0 0  
7 0 0  
8 9 7  
9 1 6  
10 8 9  
11 0 6  
12 0 0  
13 0 0  
14   x 
15 0 0  
 
Petriskål 
nr. 1 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 7 7  
2 2 13  
3 0 0  
4   x 
5 0 12  
6 0 11  
7 0 0  
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8 0 3  
9 0 34  
10 0 29  
11 0 17  
12   x 
13 0 13  
14 5 22  
15 0 15  
 
Petriskål 
nr. 3 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2   x 
3 0 0  
4 0 0  
5 2 11  
6 2 19  
7 7 9  
8 14 9  
9 4 23  
10 4 5  
11 24 1  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 11 10  
 
Petriskål 
nr. 9 
66% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1   x 
2   x 
3 10 9  
4   x 
5 0 0  
6 0 0  
7 2 15  
8   x 
9 0 8  
10 0 0  
11 0 0  
12 0 0  
13 0 0  
14 0 0  
15 3 1  
 
Petriskål 
nr. 4 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 6  
2 17 7  
3 23 0  
4 11 6  
5 9 17  
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6 11 14  
7 4 15  
8 14 8  
9 5 10  
10 16 5  
11 13 1  
12 19 15  
13 25 10  
14 0 0  
15    
 
Petriskål 
nr. 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 10 5  
2   x 
3 2 18  
4 0 0  
5 8 13  
6 0 13  
7 4 22  
8 0 0  
9 0 20  
10 19 10  
11 0 0  
12 11 16  
13   x 
14    
15    
 
Petriskål 
nr. 12 
100% 
Antal 
embryoner 
med skal 
Uden 
skal 
Snegler 
er død!! 
1 0 0  
2 8 12  
3 0 0  
4 1 1  
5 14 6  
6 0 0  
7 0 0  
8 0 3  
9 0 0  
10 2 2  
11 1 0  
12   x 
13 21 14  
14 20 0  
15    
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14 Bilag   
14.1 Udledningstilladelse for Spildevandscenter Avedøres  
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Reproduction Test with the Prosobranch Snail Potamopyrgus antipodarum  
for Testing Endocrine Active Chemicals 
 
PART I: CULTURING OF POTAMOPYRGUS ANTIPODARUM 
 
INTRODUCTION 
 
This SOP regulates the breeding of Potamopyrgus antipodarum. The objective is to achieve reproducible 
results with each experiment conducted under the conditions described. Therefore, it is necessary that snails 
are kept under optimal conditions. Mortality should be on a low level and reproduction should be within the 
normal range for the season. To this end a good food supply is to be guaranteed and a distinct population 
density must not be passed. 
THE ORGANISM 
 
Potamopyrgus antipodarum (GRAY  1843), the freshwater mudsnail, belongs to the tribe Mollusca, class 
Gastropoda, sub-class Prosobranchia, order Mesogastropoda, family Hydrobiidae. P. antipodarum originates 
from New Zealand, but has been introduced to other part of the world. Typical habitats are running waters 
from small creeks to streams, lakes and estuaries, where its reproduction is often very intensive (1-4) . The 
shell height of adult snails averages about 4.3 mm (see Annex 2, Figs. 1, 2). P. antipodarum is 
predominantly living in freshwater, but it is also able to survive and reproduce in brackish water with a 
salinity up to 15% (5). Mudsnails prefer living in or on soft sediments of standing or slowly flowing 
waterbodies as well as in estuarine areas on the coasts. The species feeds on detritus, algae and bacteria, 
which are rasped from the surface of plants, stones or the sediment. In their ancestral distribution area, the 
populations have an almost balanced ratio of males to females with a sympatric coexistence of biparental and 
parthenogenetic populations. European populations consist almost entirely of female snails reproducing 
parthenogenetically. In this way a single snail is capable of establishing an entire population. In Europe, male 
snails are found only very rarely (6,  7) and were never observed in our own laboratory culture. 
 
Reproduction occurs all over the year, although there are periodical fluctuations concerning the quantity of 
the offspring (see Annex 2, Fig. 3). P. antipodarum performs a very distinct kind of brood care. The eggs 
develop in the anterior part of the pallial oviduct section, which is transformed into a brood pouch. Older 
embryos are situated in the anterior and younger embryos in the posterior part of the brood pouch. The 
embryos are released through the female aperture when the egg shell tears open. This kind of reproduction is 
called ovovivipary (2) . 
 
After removing the shell of the snail, embryos can easily be seen through the epithelia (see Annex 2, Figs. 4, 
5). By opening the brood pouch and subsequently removing the embryos and counting them, the 
reproduction success of each female is easy to determine (see Annex 2, Fig. 6). 
 
The laboratory culture was built up with snails from a natural population from a small creek in Dörente, near 
Ibbenbüren (North Rhine-Westphalia, Germany). 
 
EQUIPMENT, TEMPERATURE AND LIGHT REGIME 
Temperature and light regime 
 
The culturing of P. antipodarum has to be carried out at a water temperature of 16 ± 1°C and a light-dark 
period of 16/8 hours. 
 
Aquaria and accessories 
 
The following equipment is needed:  
Culturing aquaria (10 litres; made of glass)  
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Aquaria for storage of reconstituted water (e.g. 50 litres; made of glass)  
Filter pumps (filled with cotton wool) 
Air pumps 
Flexible air tubes 
Glass pipettes  
Water pumps 
Measuring electrodes for conductivity, oxygen and pH  
Test kits for ammonium, nitrite and nitrate measurements in water 
Stereomicroscope  
Cold light source  
Dissecting dish & dissecting instruments  
A detailed list of the currently used technical devices is given in Annex 2, Table 1. 
 
Chemicals, food and products for water conditioning 
 
The following compounds and products are needed: 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)  
Calcium carbonate (CaCO3)  
Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 x 6 H2O)  
Tropic Marin® sea salt  
TetraPhyll® 
TetraVital® 
A product list with producer information is given in Annex, Table 2. 
 
OPERATING PROCEDURE 
Culture medium: Reconstituted water 
 
For the culturing of snails reconstituted water is used. To produce reconstituted water 1.5 g Tropic Marin® 
sea salt and 0.9 g Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) are dissolved per 10 litres deionised water. The 
reconstituted water is prepared in a 50 litre aquarium, where the water is stored for further use. The 
reconstituted water has to be aerated for at least 24 hours before use. To facilitate a complete solving of all 
ingredients, the water has to be circulated by a water pump continuously. 
 
The following water parameters should be achieved and kept: 
Temperature: 16 ± 1°C 
pH: 8.0 ± 0.5 
Oxygen concentration: > 8 mg/l 
Oxygen saturation: > 80% 
Conductivity: 770 ± 100 µS/cm 
Before the water is used in the culture aquaria, the compliance of these parameters has to be checked. 
 
Population density 
 
The population density must not be higher than 150 snails per 1 litre. 
 
Food and feeding 
 
The snails are fed with finely ground TetraPhyll® flakes. The flakes are ground either with a porcelain mortar 
with pistil or with a coffee mill with a high-grade steel masticator. They are fed daily with one milligram per 
500 snails. 
 
Cleaning and care 
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Once a week temperature, pH-value, oxygen concentration, oxygen saturation, conductivity and nitrite 
concentration of all aquaria in the breeding program have to be measured. Additional measurements of 
ammonium and nitrate should be done if necessary. 
 
Every second week a partial change of the water in the culture aquaria has to be done. For this purpose half 
of the water has to be replaced by fresh reconstituted water from the storage aquarium. At the same time 
detritus and especially remains of food have to be removed. 
 
Every 6 to 8 weeks a complete change of water in the aquaria of the breeding program has to be made, at the 
same time aquaria and the filter pumps have to be cleaned thoroughly. Depending on the defilement, the 
cotton wool is to be replaced up to a maximum of 2/3, in order to conserve the useful bacteria, especially the 
denitrificating bacteria. 
 
Before replacing water for the culture aquaria, temperature, pH-value, oxygen concentration, oxygen 
saturation, and conductivity of the water in the storage aquarium have to be measured. After a partial change 
of water 1 ml calcium carbonate from a saturated solution and 2.5 ml TetraVital® have to be added to each 
aquarium. After a complete change of water the double amount is needed. When measuring the parameters in 
the aquaria of the breeding program, all electrodes have to be thoroughly cleaned before they are used in the 
next aquarium to prevent a potential transfer of diseases or pathogens. 
 
Monthly registration of embryos numbers 
 
Each month the reproduction of two times 20 adult snails has to be registered, together with measurements of 
shell and aperture height. Procedure: 
Snails are narcotised for at least 45 minutes up to a maximum of 90 minutes in a solution of 2.5% 
magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 x 6 H2O) in deionised or distilled water. 
Shell height and the aperture height of the snails (in a dry state) have to be measured under a 
stereomicroscope with an ocular micrometer. Data are recorded in an Excel® sheet (an example is given in 
Annex 2, Fig. 7).  
The shell of the snails is broken open carefully with a pair of pincers. Subsequently the snails are placed into 
a dissecting dish, which is filled with a magnesium chloride hexahydrate solution of 2.5%.  
The soft body is exposed by removing the shell with dissecting needles or pointed tweezers. 
The brood pouch of the snails is opened with a dissecting needle and all embryos are removed out of this 
pouch.  
Then all embryos have to be counted, distinguishing between embryos with shell and embryos without shell 
(see Annex 2, Fig. 6). Data are recorded in the above mentioned Excel® sheet (an example is given in Annex 
2, Fig. 7). 
The mean and variability parameters such as the standard deviation or the standard error of the mean for the 
shell height, aperture height, number of embryos with shell, number of embryos without shell, and the total 
number of embryos are calculated (an example for a graphical illustration is given in Annex 2, Figs. 3, 8). 
 
ALGAE GROWTH, DISEASES AND MORTALITY 
 
If heavy algae growth occurs on the shell of the snails, algae have to be removed manually if possible. If it is 
not possible to reduce the growth of the algae in this way, affected snails have to be removed from the brood. 
 
If an unusual behaviour is observed like a crowding of snails on the bottom or in the edges of the aquarium, 
indicating a bad health state, these snails have to be removed. If such indications are frequently made in an 
aquarium, the snails in this aquarium have to be removed from the breeding program and this aquarium with 
all equipment must be thoroughly cleaned and disinfected to prevent the spreading of possible diseases.  
 
If dead snails are found in an aquarium they have to be removed. If there is an aquarium with a high 
mortality, the mudsnails in this aquarium have to be observed for several days. If the mortality continues to 
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be exceptionally high, all snails have to be removed out of the breeding program and the aquarium with all 
equipment has to be cleaned and disinfected thoroughly. 
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SOP FOR TESTING OF CHEMICALS 
 
Reproduction Test with the Prosobranch Snail Potamopyrgus antipodarum  
for Testing Endocrine Active Chemicals 
 
PART II: REPRODUCTION TEST USING WATER EXPOSURE 
 
INTRODUCTION 
 
This SOP is designed to assess various effects of prolonged exposure to chemicals on reproduction and 
survival of the freshwater mudsnail Potamopyrgus antipodarum. 
 
The measured parameters in this test are mortality after 56 days exposure and total number of newly 
produced embryos, including number of shelled and unshelled embryos, after 14, 28 and 56 days exposure. 
 
THE ORGANISM 
 
Potamopyrgus antipodarum (GRAY  1843), the freshwater mudsnail, belongs to the tribe Mollusca, class 
Gastropoda, sub-class Prosobranchia, order Mesogastropoda, family Hydrobiidae. P. antipodarum originates 
from New Zealand, but has been introduced to other part of the world. Typical habitats are running waters 
from small creeks to streams, lakes and estuaries, where its reproduction is often very intensive (1-4) . The 
shell height of adult snails averages about 4.3 mm (see Annex 2, Figs. 1, 2). P. antipodarum is 
predominantly living in freshwater, but it is also able to survive and reproduce in brackish water with a 
salinity up to 15% (5). Mudsnails prefer living in or on soft sediments of standing or slowly flowing 
waterbodies as well as in estuarine areas on the coasts. The species feeds on detritus, algae and bacteria, 
which are rasped from the surface of plants, stones or the sediment. In their ancestral distribution area, the 
populations have an almost balanced ratio of males to females with a sympatric coexistence of biparental and 
parthenogenetic populations. European populations consist almost entirely of female snails reproducing 
parthenogenetically. In this way a single snail is capable of establishing an entire population. In Europe, male 
snails are found only very rarely (6,  7) and were never observed in our own laboratory culture. 
 
Reproduction occurs all over the year, although there are periodical fluctuations concerning the quantity of 
the offspring (see Annex 2, Fig. 3). P. antipodarum performs a very distinct kind of brood care. The eggs 
develop in the anterior part of the pallial oviduct section, which is transformed into a brood pouch. Older 
embryos are situated in the anterior and younger embryos in the posterior part of the brood pouch. The 
embryos are released through the female aperture when the egg shell tears open. This kind of reproduction is 
called ovovivipary (2) . 
 
PRINCIPLE OF THE TEST 
 
Adult female Potamopyrgus antipodarum are exposed to a concentration range of the test substance. The test 
substance is spiked into the water and adult snails are subsequently introduced into the test beakers. Survival 
of the snails is determined at the end of the test, while reproduction is examined after 14, 28 and 56 days of 
exposure to the test substance for a sub-group of exposed animals. After removal of the shell, embryos can 
easily be seen through the epithelia (see Annex 2, Figs. 4, 5). By opening the brood pouch and subsequently 
removing the embryos and counting them, the reproductive success of each female is easy to determine (see 
Annex 2, Fig. 6). 
 
Data are analysed either by using a regression model in order to estimate the concentration that would cause 
x% of maximum effects (e.g. EC10, EC50), or by testing a statistical hypothesis (e.g. ANOVA or 
nonparametric analogues, depending on the data) to determine No Observed Effect Concentration and 
Lowest Observed Effect Concentration (NOEC-LOEC) values. 
Østrogene stoffer i spildevand 
 183 
 
VALIDITY OF THE TEST 
 
For a test to be valid the following conditions should be fulfilled: 
mortality in the controls should not exceed 20% and 
the dissolved oxygen concentration must have been at least 60% of the air saturation value throughout the 
test.  
 
DESCRIPTION OF THE METHOD 
Apparatus 
 
Test vessels and other apparatus which will come into contact with the test solutions should be made entirely 
of glass or other materials chemically inert to the test chemical. Additionally, the following equipment will 
be required: 
1000 mL glass beakers 
glass pipettes 
oxygen meter 
pH meter 
conductivity meter 
adequate apparatus for temperature control 
stereomicroscope 
climate chambers or temperature regulated room 
dissecting dish and dissecting instruments 
 
Test medium 
 
Reconstituted (synthetic) water shall be used as test medium. The reconstituted water should be prepared 
with 1.5 g Tropic Marin® sea salt and 0.9 g sodium hydrogen carbonate (NaHCO3), dissolved per 10 litres 
deionised water. The reconstituted water is prepared in a prepared in a 50 litre aquarium, where the water is 
stored for further use. The reconstituted water has to be aerated for at least 24 hours before use. To facilitate 
a complete solving of all ingredients, the water has to be circulated by a water pump continuously. 
 
The following water parameters should be achieved and kept: 
Temperature: 16 ± 1°C 
pH: 8.0 ± 0.5 
Oxygen concentration: > 8 mg/l 
Oxygen saturation: > 80% 
Conductivity: 770 ± 100 µS/cm 
 
Test vessels should contain 800 ml of reconstituted water. 
 
The water in each test vessel should be renewed completely at least three times per week. 
 
Water quality parameters as pH, dissolved oxygen content, conductivity, temperature and total nitrite content 
should be measured twice per week, before the water renewal in all test vessels. Additional measurements of 
ammonium and nitrate should be done if necessary. 
 
Feeding 
 
Feeding should preferably be done daily, but at least three times per week with fine grounded TetraPhyll® (2 
µg per animal). Deviations from this should be reported. 
 
Light and temperature 
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The photoperiod in the culture and the test is usually L:D = 16:8 hours and temperature should be 16 ± 1°C 
throughout the test.  
 
Aeration 
 
Water should be aerated through glass pipettes (Pasteur pipettes). 
 
Dissolved oxygen content should be kept above 60%, however the test vessels should be aerated as little as 
possible to avoid stripping of test chemicals. 
 
Test concentrations and number of replicates 
 
At least 5 concentrations with minimum two replicates should be tested in a geometric series with a factor 
between concentrations not exceeding 2.2. Prior knowledge on the toxicity of the test substance (e.g. from 
range finding studies) should help in selecting appropriate test concentrations. 
 
When planning the test, it should be taken into consideration if the aim is to achieve a NOEC/LOEC (by use 
of ANOVA or comparable nonparametric tests) or ECx values (by use of (non-)linear regression). The 
demand for replicates is higher if the ANOVA statistic is used whereas the (non-)linear regression generally 
demands more concentrations. 
 
Controls 
 
Control vessels without added test substance should be included in the test with an appropriate number of 
replicates. 
 
If a solvent has been used for the application of the test substance, a solvent control using the same amount 
of solvent as in the treatments should be used. The amount of solvent in test concentrations should be as 
small as possible. This amount has to be determined in former test series and depends on the kind of test 
substance and sensitivity of test organisms. For example, the volume of ethanol using as solvent should not 
exceed 0.003% for this test method with P. antipodarum. 
 
Test medium renewal and application of the test substance 
 
The frequency of medium renewal will depend on the stability of the test compound, but should be at least 
three times per week. If, from preliminary stability tests or from the physical-chemical properties of the test 
substance, concentration is evaluated not to be stable over the maximum renewal period (i.e. 2-3 days), 
considerations should be given to more frequent medium renewals. 
 
If needed, the test substance should be dissolved in a suitable organic solvent (e.g. ethanol, ethylacetate) at a 
volume as small as possible in order to prepare the stock solution. The stock solution should be diluted with 
the same solvent to prepare the test solutions. The test substance should be added after every renewal of 
exposure water. 
 
Addition of test organisms 
 
Test animals should be taken from a healthy stock (i.e. showing no signs of stress such as high mortality, 
poor fecundity, etc.). The stock snails must be maintained at culture conditions (light, temperature, medium 
and feeding) similar to those to be used in the test (culturing methods for P. antipodarum are described in 
Part I of this SOP). 
 
The shell height of the test snails should be between 3.7 and 4.3 mm. 
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80 adult snails have to be allocated randomly to each test vessel containing the exposure water using 
tweezers. 
 
Observations 
 
The test vessels should be observed at least three times per week to achieve visual assessment of any 
abnormal behaviour (for example avoidance of water). 
 
The reproductive success of 20 snails per replicate should be analysed after 14, 28 and 56 days exposure to 
the tested substance, respectively. Therefore, the snails should be narcotised for 45 to 90 minutes in a 
solution of 2.5% magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 x 6 H2O) in deionised or distilled water. 
 
Shell height and aperture height of snails (in a dry state) have to be measured under a stereomicroscope with 
an ocular micrometer. Data are recorded in an Excel® sheet (an example is given in Annex 2, Fig. 7). 
 
The shell of the snails should be cracked carefully with a pair of pincers. Subsequently the snails are placed 
into a dissecting dish, which is filled with a solution of magnesium chloride hexahydrate 2.5%. The soft 
body can be preparated by removing the shell with dissecting needles or pointed tweezers. The brood pouch 
of the snails should be opened carefully with a dissecting needle, and the embryos have to be counted, 
distinguishing shelled and unshelled embryos. 
 
Data are recorded in the above mentioned Excel® sheet. The mean and variability parameters such as 
standard deviation or standard error of the mean, for the shell height, aperture height, number of embryos 
with shell, number of embryos without shell, and the total number of embryos are calculated (an example for 
a graphical illustration is given in Annex 2, Figs. 3, 8). 
 
DATA AND REPORTING 
Treatment of results 
 
The main parameters to be evaluated statistically is the mortality and the total number of embryos, divided 
into shelled and unshelled embryos per replicate. 
 
ECx 
 
ECx values are calculated using appropriate statistical methods (e.g. probit analysis, logistic or Weibull 
function). An ECx is obtained by inserting a value corresponding to x% of the control mean into the equation 
found. To compute the EC50 or any other ECx, the per-treatment means should be used as data in regression 
analysis. 
 
NOEC/LOEC 
 
If a statistical analysis is intended to determine a NOEC/LOEC one-way analysis of variance (ANOVA) and 
a multiple comparison procedure to define the treatment level resulting in significantly different reproduction 
from the control should be used. One-way analysis of variance is based on the assumptions, that the 
observations are independent and normally distributed, and that the variance of the observations is 
homogeneous across all toxicant concentrations and the control. These assumptions should be checked prior 
to using ANOVA. Test for validating these assumptions are Kolmogorov-Smirnow-Test for normality and 
Bartletts’s Test for homogeneity of variance. If the data do not meet the assumptions for ANOVA, non-
parametric procedures such as Kruskal-Wallis-Test may be more appropriate. 
 
Test report 
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The test report must include the following information: 
 
Test substance: 
relevant physicochemical properties; 
chemical identification data (name, structural formula, CAS number, etc.) including purity; 
analytical method for quantification of the test substance where appropriate. 
 
Test species: 
scientific name, source and culture conditions. 
 
Test conditions: 
test procedure used; 
photoperiod and light intensity; 
test design (e.g. test concentration used, number of replicates, number of snails per replicate, etc.); 
method of test substance pre-treatment and spiking/application; 
the nominal test concentrations, details about the sampling for chemical analysis and the analytical methods 
by which concentrations of the tested substances were obtained; 
media characteristics (including pH, salinity, temperature and dissolved oxygen concentration, ammonium 
concentrations and any other measurements made); 
detailed information on feeding (e.g. type of food, source, amount given frequency of feeding). 
 
Results: 
results from any preliminary studies on the stability of the tests substance; 
the nominal test concentrations and the results of all analyses to determine the concentration of the test 
substance in the test vessels; the recovery efficiency of the analytical method and the limit of detection 
should also be reported; 
water quality within the test vessels (i.e. pH, temperature, dissolved oxygen concentration and ammonium 
concentration); 
a full record of all the biological effects, which were observed or measured and the statistical techniques 
used to analyse the data; 
the No Observed Effect Concentration (NOEC) and Lowest Observed Effect Concentration (LOEC) for all 
biological endpoints and/or 
ECx’s, and statistical methods used for their determination. 
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14.3 Principperne for vurdering af tilledning af miljøfarlige organiske stoffer til offentlige 
spildevandsanlæg. (Miljøstyrelsen, 2002: 31)  
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14.4 Bilag 1 fra ”Bekendtgørelse om spildevandstilladelser m.v. efter 
miljøbeskyttelseslovens kapitel 3 og 4”, Bkg. Nr. 501 af 21/06/1999. 
 
”Bilaget omfatter de enkeltstoffer, som indgår i de anførte familier og grupper af stoffer, bortset fra 
stoffer, der må anses for irrelevante på grund af deres ringe risiko for toksicitet, persistens og evne 
til bioakkumulation. 
1. Organiske halogenforbindelser og stoffer, der kan danne sådanne stoffer i vandmiljø. 
2. Organiske fosforforbindelser. 
3. Organiske tinforbindelser. 
4. Stoffer, der kan virke kræftfremkaldende, eller som har mutagene eller teratogene 
(fosterskadende) egenskaber, i eller gennem vandmiljø. 
5. Kviksølv og kviksølvforbindelser. 
6. Cadmium og cadmiumforbindelser. 
7. Mineralolier og carbonhydrider. 
8. Cyanider.” 
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14.5 Liste over de 26 stoffer som både er på EU's liste over stoffer, der anses for at være 
eller potentielt være hormonforstyrrende og samtidigt i bilaget til bkg. 921, hvor der 
er fastsat gældende vandkvalitetskriterier for stofferne. 
 
Stoffer der anses for at have hormonforstyrrende effekter:  
1. Chlordan  
2. Chlordan (cis og trans) 
3. DDT  
4. p,p DDT 
5. Tetrachloro-DDT 
6. Linuron 
7. Atrazin 
8. Styren 
9. Hexachlorbenzen  
10. PCB 
11. Tributyltinoxid 
12. 3,4-Dichloranilin 
Stoffer der anses for at være potentielt hormonforstyrrende: 
1. Aldrin 
2. Dieldrin 
3. Endosulfan 
4. Endosulfan (alpha) 
5. Endosulfan (beta) 
6. Endrin 
7. Dimethoat 
8. Malathion 
9. Parathion 
10. Simazin 
11. Heptachlor 
12. Propanil 
13. 2,4 dichlorphenol 
14. 4-chloro-3-methylphenol 
 
 
 
 
 
 
 
